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DESCRIPCION
Polimero anfifilico basado en acido hialurénico, método de preparacion y su aplicacion
Campo técnico

La presente invenciéon se refiere a un material polimérico biodegradable y su aplicaciéon y, en particular, a un
polimero anfifilico basado en acido hialurénico, nanoparticulas preparadas a partir del mismo y su aplicacién, que se
refieren al campo de los materiales farmacéuticos.

Técnica relacionada

Los polimeros naturales anfoéteros se pueden autoensamblar en agua usando una interaccion intermolecular para
formar nanoparticulas de polimero que incluyen una capa hidréfila externa y una capa hidréfoba interna. Las
nanoparticulas que entran en un cuerpo humano como un vehiculo para farmacos pueden reducir eficazmente la
fagocitosis de macrofagos en el sistema reticuloendotelial humano (RES), pueden pasar a través del espacio celular,
atravesar los conductos capilares mas pequefios del cuerpo humano y la barrera hematoencefalica (H-Lys(Boc)-
OMe) y ser absorbidas por el tejido celular. El vehiculo para farmacos de nanoparticulas puede regular la liberacion
del farmaco en un sitio diana, reducir la dosificacion del farmaco, mejorar la eficacia del farmaco y reducir la
toxicidad del farmaco. Las nanoparticulas de polimeros anfifilicos ideales deben tener una buena estabilidad en la
circulacién sanguinea con el fin de evitar una liberacion prematura de farmaco y una capacidad de liberar
rapidamente el farmaco en las células tumorales.

Jian You encontré que el enriquecimiento de DOX en un sitio del tumor era menor que 5% ID/g después de 6 h 'y 24
h después de la inyeccion en una vena de la cola de nanoesferas de oro huecas con contenido de doxorubicina
(DOX) cuya superficie fue modificada con polietilenglicol (PEG) (véase Jian You et al., Photothermal-Chemotherapy
with doxorubicin-loaded hollow gold nanospheres: A platform for near-infrared light-trigged drug release, Journal of
Controlled Release 158 (2012) 319-328). La distribucion de nanoparticulas con contenido de farmaco polimeras
existentes en tumores es generalmente de 1-5% ID/g, dando lugar a escasa biodisponibilidad del farmaco y efectos
secundarios toxicos. Con sus superficies modificadas con algunas moléculas de direccion a diana como
polipéptidos, hidratos de carbono, anticuerpos y aptameros, las nanoparticulas con contenido de farmaco polimeras
pueden entrar efectivamente en las células tumorales a través de endocitosis mediada por receptores y se puede
mejorar grandemente el enriquecimiento de nanoparticulas en el sitio del tumor. Sin embargo, esto aumenta el coste
de la preparacion y puede haber un efecto sobre el tamario de las nanoparticulas.

Al mismo tiempo, un vehiculo para farmacos necesita adicionalmente propiedades como una buena
biocompatibilidad, metabolitos inofensivos para el cuerpo humano y una amplia gama de fuentes, una diversidad de
grupos funcionales en unidades repetidas, que sea facil de modificar, de forma que tenga una gran capacidad
potencial de aplicacién en la liberacion controlada de farmacos.

Sumario
Un objeto de la presente invencion es proporcionar un polimero anfifilico basado en acido hialurénico.

Con el fin realizar el objetivo anteriormente mencionado, una solucidon técnica especifica proporcionada por la
presente invencion es:

un polimero anfifilico basado en acido hialurénico como se define en la reivindicacion 1.

El acido hialurénico tiene un peso molecular de 7 a 500 kDa; el grado de sustitucion de la cadena lateral es de 5 a
40%.

En una realizaciéon de la presente invencion, el acido hialurénico (HA) tiene un peso molecular de preferentemente
de 10 a 100 kDa. En otra realizaciéon de la presente invencién, el acido hialurénico tiene un peso molecular
preferentemente de 9 a 37 kDa.

En una realizacion de la presente invencion, el grado de sustitucion de la cadena lateral es de 5 al 40%. En otra
realizacion de la presente invencion, el grado de sustitucion de la cadena lateral es preferentemente de 10 a 28%.

La cadena lateral es éster metilico de lisina-lipoilo, cuya férmula estructural es como sigue:

o -0
HQ‘ Pl 58

La expresion "acido hialurénico (HA)" usada en la presente invencion es un mucopolisacarido acido, también
conocido como acido urdnico, hialuronano, y su estructura basica es de polisacaridos grandes compuestos por dos
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unidades de disacaridos: acido D-glucurénico y N-acetil-glucosamina. El acido hialurénico consiste en centenares,
millares o incluso decenas de millares de unidades de disacaridos, en que el acido D-glucurénico y la N-acetil-
glucosamina estan unidos mediante un enlace B-1,3-glicosidico y las unidades de disacaridos estan unidas unas a
otras mediante un enlace -1,4-glicosidico. El peso molecular de una unidad de disacarido es 379,3 y, segun el
diferente nimero de unidades de disacaridos que componen el acido hialurénico, el peso molecular del acido
hialurénico puede variar en el intervalo desde varios miles hasta decenas de miles de Daltones (kDa). La férmula
estructural de HA es como sigue:

OH
N Q Oi-‘ -
N 0 o
0" HO 0
NH
t:3‘J“c:+a3

Cada unidad repetida en esta formula estructural tiene un peso molecular de 379,3 y cada unidad repetida contiene
un grupo carboxilo.

La expresion "alquilo alifatico C4-C1¢" usada en la presente invencion se refiere a un grupo alquilo alifatico lineal o
ramificado que tiene de 1 a 10 atomos de carbono. Ejemplos representativos de alquilo alifatico C4-Cyo incluyen
metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, terc-pentilo,
hexilo, heptilo, octilo, nonilo y decilo.

La expresion "grado de sustitucion" usada en la presente invencion se refiere al grado en que el grupo hidroxilo
de -COOH en una molécula de HA esta sustituido por la cadena lateral. Un método de calculo del grado de
sustitucion (DS) es como sigue:

Se toman HA-Lys y sus espectros de '"H RMN (400 MHz, D,O) mostrados en la Fig. 10 como ejemplo y el grado de
sustitucion se puede calcular basado en una integral de area de los picos f y a. Por ejemplo, para HA-Lys con un DS
del 20%, su area integral f/a es de aproximadamente 20%.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para preparar el polimero anfifilico basado en acido
hialurénico descrito por la presente invencion. El método comprende las siguientes etapas: en primer lugar, el acido
hialurénico es sometido a una reaccién de amidacion con un aminoacido protegido en N, un derivado o analogo del
mismo, o una alquil-diamina C3-C14 y es convertido en un acido hialurénico conectado al aminoacido protegido en N,
un derivado o analogo del mismo o la alquil C3-C1s-diamina a través de un enlace amido; seguidamente se lleva a
cabo la desproteccion y el producto desprotegido experimenta una reaccién de amidacién con anhidrido lipoico, para
obtener el polimero anfifilico basado en acido hialurénico anteriormente mencionado.

En una realizacion de la presente invencion, el grupo protector de dicho aminoacido protegido en N, un derivado o
analogo del mismo incluye, pero sin limitacion, por ejemplo, Boc, Fmoc, Bpoc, Ddz, Cbz, Bn o Tos.

En una realizaciéon de la presente invencion, la reaccion de amidacion entre el acido hialurénico y el aminoacido
protegido en N, un derivado o analogo del mismo, o una alquil Cs-C+4-diamina se lleva a cabo con la catalisis de un
agente acoplante. Los agentes acoplantes adecuados incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida/N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) carbodiimida/1-hidroxibenzotriazol
(EDCI/HOBT), carbodiimida/1-hidroxi-7-azobenzotriazol (EDCI/HOAT), hexafluorofosfato de 2-(7-azobenzotriazol)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio  (HATU), hidrocloruro de 4-(4,6-dimetoxitriazino-2-il)-4-metilmorfolina (DMTMM),
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tripirrolidinilo (PyBOP), tetrafluoroborato de O-benzotriazol-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (TBTU) o N-hidroxi-tiosuccidil-sulfonato de sodio.

En una realizacion de la presente invencion, la reaccion de amidacion entre el producto desprotegido y anhidrido
lipoico se lleva a cabo con la catalisis de un agente acoplante. Los agentes acoplantes adecuados incluyen, pero sin
limitacién, por ejemplo, 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP), diisopropiletilamina (DIPEA), N-metilmorfolina, N,N-
dimetilanilina, piridina y derivados de piridina sustituidos como 2,6-dimetilpiridina, 2,4,6-trimetilpiridina o 4-
dimetilaminopiridina.

En una realizacién de la presente invencioén, el polimero anfifilico basado en acido hialurénico en el que la cadena
lateral es un grupo de éster metilico de lisina-lipoilo puede ser obtenido mediante dos etapas de una reaccion de
amidacion: en primer lugar, bajo la catalisis de hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida/N-
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hidroxisuccinimida (EDC/NHS), un acido hialurénico (HA) reacciona con éster metilico de N-terc-butoxicarbonil-lisina
(H-Lys(Boc)-OMe) a través de una reaccion de amidacion para obtener acido hialurénico-éster metilico de N-terc-
butoxicarbonil-lisina (HA-Lys(Boc)-OMe), seguido de desproteccion, para obtener acido hialurénico-éster metilico de
lisina (HA-Lys-OMe); el HA-Lys-OMe reacciona con anhidrido de acido lipoico (LAA) a través de una reaccion de
amidacion bajo catalisis de 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP), para obtener un polimero anfifilico basado en acido
hialurénico HA-Lys-LA.

Se introduce un aminoacido, o derivado o analogo del mismo, o una alquil C3-C44-diamina covalentemente unida a
un grupo lipoilo como un segmento hidréfobo en la cadena lateral de un acido hialurénico polimero hidréfilo, para
obtener un polimero anfifilico; el polimero anfifilico puede ser autoensamblado en una solucién acuosa para formar
nanoparticulas y seguidamente se puede usar un agente reductor como ditiotreitol (DTT) para reticular el grupo
lipoilo y obtener nanoparticulas reticuladas, que pueden aumentar la estabilidad de las nanoparticulas. En este
tratamiento, la solucion acuosa se puede seleccionar entre agua pura, solucion tamponada con fosfato (PBS) y
solucién tamponante de acido 4-hidroxietil-piperazino-etanosulfonico (Hepes), etc.

Por lo tanto, otro objeto de la presente invencion es proporcionar nanoparticulas reticuladas compuestas por el
polimero anfifilico anteriormente mencionado, en las que la capa hidréfila externa estd compuesta por acido
hialurénico y la capa hidréfoba interna estd compuesta por anillos de cinco miembros reticulados de la cadena
lateral.

En una realizacion de la presente invencion, las nanoparticulas reticuladas de la presente invencion estan
compuestas por el polimero anfifilico anteriormente mencionado, en el que la capa hidréfila externa esta compuesta
por acido hialurénico y la capa hidréfoba interna esta compuesta por anillos cinco miembros reticulados del grupo
éster metilico de lisina-lipoilo.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para preparar dichas nanoparticulas reticuladas,
que comprende las etapas de:

(1) formar nanoparticulas mediante autoensamblado del polimero anfifilico, en que la capa externa hidréfila de las
nanoparticulas esta compuesta por acido hialurénico de direcciéon a diana activo y la capa hidrofoba interna esta
compuesta por grupos de las cadenas laterales (por ejemplo, grupo éster metilico de lisina-lipoilo);

(2) reticular la capa hidréfoba interna de las nanoparticulas en la etapa (1), para estabilizar la estructura de las
nanoparticulas por reticulacion de anillos de cinco miembros de grupos lipoilo, para obtener nanoparticulas
reticuladas.

En una realizacion de la presente invencion, el polimero anfifilico en la etapa (1) anterior es autoensamblado en una
solucién acuosa para formar nanoparticulas que tienen un grupo de cadena lateral (por ejemplo, éster metilico de
lisina-lipoilo) como un resto hidréfobo y las nanoparticulas tienen un didametro de particula de 50-300 nm. Este
tamafio es estable y la distribucion es uniforme.

En una realizacion de la presente invencion, la reticulacion mencionada en la etapa (2) anterior puede usar el
siguiente método:

Mediante el uso de una reaccién de intercambio de enlaces mercapto-disulfuro, se obtiene un producto reticulado
sensible a la reduccidon mediante una reaccion de intercambio entre 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) o glutation (GSH)
y un anillo de cinco miembros que contiene disulfuro en las nanoparticulas obtenidas en la etapa (1); en que la
cantidad de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) o glutation (GSH) es de 5 a 30% del nimero de moles de lipoilo en el
polimero anfifilico. Las nanoparticulas pueden ser reticuladas y la estabilidad mejora grandemente en comparacion
con nanoparticulas sin reticular y las nanoparticulas no se disocian incluso aunque se diluyan 1.000 veces (inyeccion
intravenosa simulada); y las nanoparticulas son estables en una solucién acuosa de sal de cloruro de sodio 2 My el
tamano de particula no cambia.

La capa hidréfoba del polimero anfifilico anteriormente mencionado puede tener un pequefio contenido de farmacos
moleculares y formar nanoparticulas con contenido de farmaco mediante reticulacion para aumentar la estabilidad
de las nanoparticulas con contenido de farmaco. Por tanto, otro objeto de la presente invencidon es proporcionar
adicionalmente una aplicacion del polimero anfifilico anteriormente mencionado en la preparacion de vehiculos para
farmacos.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una nanoparticula con contenido de farmaco, que comprende
un vehiculo y un pequefio farmaco anticancerigeno molecular incluido en el vehiculo, estando compuesto dicho
vehiculo por el polimero anfifilico segun la presente invencion, y estando compuesta una capa hidréfila externa de
dicho vehiculo por acido hialurénico, y estando compuesta una capa hidréfoba interna de dicho vehiculo por la
cadena lateral (por ejemplo, éster metilico de lisina-lipoilo).

Particularmente, con el fin de aumentar la estabilidad de las nanoparticulas con contenido de farmaco in vivo, el
anillo de cinco miembros de lipoilo en el vehiculo puede ser reticulado para obtener una nanoparticula con contenido
de farmaco. Por tanto, en una realizaciéon particular de la presente invencién, se proporciona una nanoparticula con
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contenido de farmaco que comprende un vehiculo y un pequefio farmaco anticancerigeno molecular ubicado en el
vehiculo, estando compuesto dicho vehiculo por dicho polimero anfifilico, y estando compuesta una capa hidrdfila
externa de dicho vehiculo por acido hialurénico y estando compuesta una capa hidréfoba interna de dicho vehiculo
por anillos de cinco miembros reticulados (por ejemplo, anillos de cinco miembros de éster metilico de lisina-lipoilo)
de la cadena lateral.

En una realizacion de la presente invencion, el farmaco anticancerigeno molecular pequefio se puede seleccionar
entre, pero sin limitaciéon, doxorubicina, paclitaxel, curcumina, docetaxel, camptotecina, mitomicina, daunomicina,
bleomicina, calicheannom, maytansinoides, adriamicina, epirubicina o daunorubicina, etc.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la 2-cintroduccion de los farmacos anticancerigenos
moleculares pequefios es de 40% a 91%; el contenido de introduccion del farmaco ("DLC") de las nanoparticulas
con contenido de farmacos es de 11% a 22%.

En una realizaciéon preferida de la presente invencion, el tamafio de particulas de las nanoparticulas con contenido
de farmaco es de 50-300 nm y la distribucion del tamario de particulas es de 0,02-0,30.

La presente invencion proporciona adicionalmente un método para preparar las nanoparticulas con contenido de
farmaco anteriormente mencionadas, que comprende las etapas de:

(1) disolver un farmaco molecular pequefio en una solucion organica y seguidamente agitar conjuntamente con una
solucién organica del polimero anfifilico y seguidamente afiadir solucion de tampon fosfato gota a gota y agitar la
mezcla resultante durante 0,5 h, seguido de dialisis, para obtener nanoparticulas con contenido del farmaco;

(2) usando una reaccioén de intercambio de enlaces mercapto-disulfuro, realizar reticulacion quimica sobre un anillo
de cinco miembros que contiene disulfuro en las nanoparticulas obtenidas en la etapa (1) con 1,4-ditio-D,L-
treobutanol (DTT), en que la cantidad de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) es de 5 a 30% del nimero de moles de
lipoilo en el polimero anfifilico.

Las nanoparticulas con contenido de farmaco obtenidas mediante el método anterior son nanoparticulas con
contenido de farmaco reticuladas, que pueden mejorar la estabilidad del farmaco en circulaciéon sanguinea in vivo.

El vehiculo de farmaco de molécula pequefia compuesta por el polimero anfifilico anteriormente mencionado tiene
una propiedad de direccion a diana activa asi como sensibilidad de reduccién, puede mejorar la estabilidad del
farmaco en la circulaciéon sanguinea in vivo y aumentar la cantidad de farmaco endocitosado por células tumorales;
al mismo tiempo, las nanoparticulas reticuladas de polimero anfifilico son rapidamente desreticuladas y liberan
rapidamente farmaco en presencia de un agente reductor intracelular, mejorando asi la biodisponibilidad del
farmaco; ademas, las nanoparticulas reticuladas de polimero anfifilico pueden ser facilmente excretadas. El agente
reductor usado para la desreticulacion se puede seleccionar entre moléculas que contienen mercapto como 1,4-ditio-
D,L-treobutanol (DTT), glutation (GSH) o compuestos que contienen fésforo trivalente como tris-(2-cloroetil)-fosfato
(tris-(2-carboxietil)-fosfina, TCEP); por ejemplo, en que la concentracion de glutation es 10 mM, las nanoparticulas
reticuladas compuestas del polimero anfifilico son rapidamente desrituculadas y liberan rapidamente farmaco para
tratar enfermedades.

En la presente invencion, un nulcleo hidréfobo de las nanoparticulas compuestas por polimeros anfifilicos es
introducido con farmacos anticancerigenos moleculares pequefios; un acido hialurénico de corteza hidrdfila tiene
una capacidad de dirigir a diana componentes activos tumorales, se puede unir a receptor CD44 en la superficie de
una diversidad de células cancerigenas y es eficazmente endocitosado en células tumorales por medio de
endocitosis mediada por receptores; aparte de esto, la reticulacion puede aumentar la estabilidad de las
nanoparticulas con contenido de farmaco durante el suministro in vivo; después de entrar en las células tumorales,
las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas son sensibles al entorno reductor intracelular de las células
tumorales y pueden facilmente desreticuladas y liberar farmacos, destruyendo asi eficazmente células cancerigenas.

Por tanto, otro objeto de la presente invencion es proporcionar una aplicacion de las nanoparticulas con contenido
de farmaco anteriormente mencionadas que comprendes un vehiculo y un farmaco anticancerigeno molecular
pequefio introducciéondo en el vehiculo en la preparacion de un farmaco antitumoral. En una realizacién preferida, el
tumor es preferentemente un tumor en el que el receptor CD44 es sobreexpresado en la superficie celular.

Teniendo en cuenta la puesta en practica de las realizaciones anteriormente mencionadas, la presente invencion
tiene las siguientes ventajas en comparacion con la técnica anterior.

1. La presente invencion divulga un vehiculo para farmacos basado en polimero anfifilico de acido hialurénico por
primera vez, que tiene una elevada eficacia de contenido de farmaco, es estable en la circulacién in vivo, tiene una
elevada relacion de utilizacion del farmaco, buena biocompatibilidad y pocos efectos secundarios, y puede ser
facilmente excretado.

2. El polimero anfifilico basado en acido hialurénico divulgado en la presente invenciéon contiene un grupo lipoilo
como la parte hidréfoba y por medio del autoensamblado y reticulacién del primero, se pueden obtener
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nanoparticulas reticuladas estables; dichas nanoparticulas no son faciles de disociarse fuera de las células y en la
sangre, asegurando asi la estabilidad de los farmacos encapsulados por las nanoparticulas y aumentando el tiempo
de circulacion in vivo de los farmacos; esto supera los inconvenientes de la técnica anterior, es decir, el farmaco se
puede ser facilmente evacuado in vivo y tiene una baja eficiencia de transporte; las nanoparticulas proporcionadas
en la presente invencion tienen una sensibilidad de reduccién y son desreticuladas en un entorno reductor, liberan
los farmacos y transfieren eficazmente los farmacos a un tejido diana.

3. El vehiculo de farmacos de polimero anfifilico basado en acido hialurénico divulgado en la presente invencion
contiene acido hialurénico como una parte hidréfila y puede dirigir activamente a diana a una superficie de una célula
tumoral y ser endocitosado en células tumorales por medio de endocitosis mediada por receptores, lo que aumenta
eficazmente la capacidad de endocitosis celular y resuelve el problema de la baja capacidad de absorcién celular
para los vehiculos ordinarios de tamafio nanométrico.

4. El vehiculo para farmacos de polimero anfifilico basado en acido hialurénico divulgado en la presente invencion
puede entrar eficazmente en células tumorales sin modificacién de las células diana y alcanza una elevada
velocidad de enriquecimiento en el sitio del tumor; en el que, HA-Lys-LA alcanza un 12,71% de ID/g; cuando la
cadena lateral es -NH-(CH;),-NH-lipoilo, su velocidad de enriquecimiento en el sitio del tumor es significativamente
mayor que HA-Lys-LA (a saber, éster metilico de HA-lisina-LA); particularmente HA-(aminohexilamino)-LA, su
velocidad de enriquecimiento alcanza 15,3% ID/g, bastante mayor que el nivel de la técnica anterior; tiene una
elevada citotoxicidad para células tumorales, células tumorales resistentes a los medicamentos y células madre
tumorales.

5. El vehiculo para farmacos divulgado en la presente invencion puede ser preparado de forma sencilla y tiene
buena biocompatibilidad, metabolitos inocuos para el cuerpo humano y una amplia gama de fuentes, una diversidad
de grupos funcionales en unidades repetidas, es facil de modificar y se puede desreticular rapidamente y disociar en
un sitio del tumor de forma que el farmaco se libere rapidamente, produciendo asi un efecto terapéutico eficaz, por lo
que tiene una gran capacidad potencial de aplicacion en la liberacion controlada de una zona de farmacos.

6. Para el vehiculo para farmacos de polimero anfifilico basado en acido hialurénico descrito en la presente
invencioén, particularmente cuando la cadena lateral del polimero anfifilico basado en acido hialurénico es ornitina-
lipoilo, HA-DOX tiene un efecto terapéutico muy significativo sobre tumores LP1. Como se muestra mediante la fig.
13A, en comparacion con un grupo de solucion de tampoén fosfato (PBS), después de un tratamiento con HA-DOX
durante 25 dias, desaparece un 2/5 del volumen tumoral; aunque un grupo de farmaco libre puede conseguir
también un efecto similar, los ratones no son tolerados para el farmaco libre y el peso corporal del ratén en el grupo
del farmaco libre disminuye significativamente después de aproximadamente 12 dias, mientras que el grupo de HA-
DOXy el grupo PBS tienen un efecto parecido sobre el peso corporal de los ratones y el cambio de peso todavia no
es significativo después de la administracion durante 24 dias (como se muestra en la fig. 13C); con referencia a las
figs. 13A y 13D, se puede encontrar adicionalmente que todos los ratones mueren después de la administracion de
farmaco libre durante aproximadamente 12 a 15 dias, mientras que los ratones en el grupo de HA-DOX sobreviven
durante mas de 50 dias, lo que indica que el HA-DOX tiene un efecto de tratamiento elevado sobre tumor LP1 de
ratones y al mismo tiempo el raton tiene una buena tolerancia para el HA-DOX.

7. El vehiculo del farmaco del polimero anfifilico basado en acido hialurénico divulgado en la presente invencion,
particularmente nanoparticulas reticuladas de éster metilico de HA-ornitina-LA con contenido de farmaco tienen alta
velocidad de enriquecimiento en el sitio del tumor y un periodo de tiempo de circulaciéon prolongado en el cuerpo de
los ratones.

8. Las nanoparticulas de polimero anfifilico basado en acido hialurénico, particularmente cuando la cadena lateral es
ornitina, éster de ornitina o su derivado lipoilo, -NH-(CH3),-NH-lipoilo, las nanoparticulas resultantes tienen un
tamafio de particulas pequefio y una distribucion del tamafio medio de particulas de 0,15 o menos. Ademas, una
nanoparticula reticulada con contenido de farmaco preparada a partir de las mismas tiene una eficacia de contenido
de farmaco y contenido de introduccién de farmaco que estan ambos significativamente mejorados en comparacion
con el éster metilico de HA-lisina-LA. Cuando el contenido de introduccién del farmaco tedrico es del 20%, la eficacia
de introduccion de farmaco nanoparticulas de éster metilico de HA-lisina-LA (Mana = 35 kDa, DS = 10%) para
doxorubicina es de 54,5% vy el contenido de introduccién del farmaco real es de 12%. En las condiciones de un
contenido de introduccion de farmaco idéntico, el éster metilico de HA-ornitina-LA (Mnna = 35 kDa, DS = 10%), la
eficacia de introduccion de farmaco de nanoparticulas reticuladas para doxorubicina es de 79,57% y el contenido de
introduccion de farmaco real es de un valor elevado de 15,56%, HA-lisina-LA (Mna = 35 kDa, DS = 10%), la eficacia
de introduccién de farmaco de nanoparticulas reticuladas para doxorubicina es 81,5%, y el contenido de introduccion
de farmaco real es un valor elevado de 16,38%.

Breve descripcion de los dibujos
La fig. 1 es un diagrama que muestra una via sintética de un polimero HA-Lys-LA en los ejemplos;

La fig. 2 es un grafico que muestra resultados del cambio de tamafio de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA
bajo una dilucién elevada y condiciones de salinidad elevada en el ejemplo 15;
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La fig. 3 es un grafico que muestra los resultados de liberacion in vitro de nanoparticulas reticuladas HA-Lys-LA con
contenido de DOX bajo la activacion de glutation en el ejemplo 21;

La fig. 4 es un dibujo que muestra los resultados de liberacion de farmaco de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-
LA reticuladas con HA-Lys-LA con contenido de farmaco, DOX, y nanoparticulas reticuladas encapsuladas HA en
células MCF-7/ADR (células de cancer de mama humano);

La fig. 5 es un grafico que muestra resultados de la citotoxicidad de diferentes nanoparticulas de HA-Lys-LA para
células MCF-7/ADR en el ejemplo 50;

La fig. 6 es un grafico que muestra resultados de circulaciéon sanguinea de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA
con contenido de DOX en ratones en el ejemplo 54;

La fig. 7 es un dibujo que muestra los resultados de formacion de imagenes in vivo de nanoparticulas reticuladas de
HA-Lys-LA con contenido de Cy7 en ratones desprovistos de inmunidad que portan tumor MCF-7/ADR en el ejemplo
54;

La fig. 8 es un grafico que muestra resultados de la biodistribucién de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con
contenido de DOX en 6rganos de ratones desprovistos de inmunidad que tumor MCF-7/ADR en el ejemplo 58;

La fig. 9 es un grafico que muestra resultados de cambios de crecimiento de tumor en ratones desprovistos de
inmunidad que portan tumor MCF-7/ADR tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de
DOX en el ejemplo 59;

La fig. 10 muestra una férmula estructural de conjugado HA-Lys y sus espectros de "H RMN (400 MHz, D,0);
La fig. 11 muestra vias generales de la preparacion en los ejemplos 24 a 27;
La fig. 12 muestra vias generales de la preparacion en los ejemplos 28 a 34;

Las figs. 13A a 13D muestran resultados de cambios de crecimiento tumoral en ratones desprovistos de inmunidad
que portan tumor LP1 (mieloma multiple) tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-Om-LA (HA-ornitina-LA) con
contenido de DOX en el ejemplo 60; en que las figs. 13A y 13B muestran un cambio relativo del volumen del tumor,
la fig. 13C muestra un cambio relativo en el peso corporal de ratones desprovistos de inmunidad, la fig. 13D muestra
una tasa de supervivencia de los ratones;

La fig. 14 es un grafico que muestra los resultados de la circulacion de nanoparticulas reticuladas éster metilico de
HA-ornitina-LA con contenido de DOX en ratones del ejemplo 61;

La fig. 15 es un grafico que muestra la biodistribucion de nanoparticulas reticuladas de HA-(aminohexilamino)-LA
con contenido de DOX en ratones desprovistos de inmunidad que portan tumor MCF-7/ADR en el ejemplo 62.

Descripcion detallada
La presente invencion se describe adicionalmente a continuacion haciendo referencia a los dibujos y ejemplos.

Ejemplo 1. Sintesis de un polimero de éster metilico de acido hialurénico-lisina polimero-acido lipoico (denominado
HA-Lys-LA) (MnHa = 35 kDa, DS = 10%)

La fig. 1 es un diagrama que muestra una via sintética de un HA-Lys-LA polimero en los ejemplos. En primer lugar,
se afadio trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una solucion de hidrocloruro de éster metilico de N-terc-butoxicarbonil-L-
lisina (H-Lys(Boc)-OMe-HCI) (240 mg, 0,80 mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se
agito durante 1 h. Se afiadieron por orden hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) (460 mg,
2,40 mmol), N-hidroxisuccinimida (NHS) (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de hidrocloruro de éster metilico de N-terc-
butoxicarbonil-Lisina con separacion de hidrocloruro (H-Lys(Boc)-OMe)/metanol a una solucién acuosa de HA (300
mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). Se ajusté el pH de la mezcla a 8,5 y seguidamente se agité durante 24 h a
temperatura ambiente. El aducto de éster metilico de terc-butoxicarbonil-lisina de acido hialurénico resultante (HA-
Lys(OMe)-Boc) se aislo mediante dialisis extensiva seguida de liofilizacion. Seguidamente, se afiadié por orden un
total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al sélido obtenido de HA-Lys(OMe)-Boc. La
reaccion se llevé a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la desproteccion, la solucion se ajusté a
pH 7,0 y seguidamente se someti6 a didlisis y liofilizacién. Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron que
la estructura era de éster metilico de acido hialurénico-lisina (HA-Lys(OMe)), en el que el grado de sustitucion (DS)
de éster metilico de lisina (Lys(OMe)) era de 10%.

Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadio N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (6 mg, 29 ymol amino) disuelta en 1,0 ml de
diclorometano al matraz sellado bajo una atmdsfera de nitr6geno; el matraz se colocé en un bafio de aceite a 30 °C
y se agitdé durante 22 h. Después de enfriar, la urea formada en la reaccién se separd por filtracion. El filirado se
concentré a través de evaporacion rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido
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lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anterior se disolvido en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia experimentado un
tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 27 ymol amino) disuelto en 5 ml de formamida, el
anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (4 mg, 33 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocd en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofiliz6. Rendimiento: 95%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era de acido hialurénico-éster
metilico de lisina-acido lipoico (HA-Lys-LA), en la que el grado de sustitucion (DS) de éster metilico de lisina-lipoilo
era de 10%.

Ejemplo 2. Sintesis de un HA-Lys-LA polimero (Mqxa = 35 kDa, DS = 5%)

Se afiadié en primer lugar trietilamina (42 mg, 0,42 mmol) a una solucion de H-Lys(Boc)-OMe-HCI (120 mg, 0,40
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mol) y solucién de H-Lys(Boc)-OMe/metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La soluciéon se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis v liofilizacién, para obtener HA-Lys(OMe)-
Boc. Se afadio por orden un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Lys(OMe)-
Boc sodlido obtenido. La reaccion se llevd a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la
desproteccion, la solucion se ajusté a pH 7,0 seguido de didlisis y liofilizacion. Rendimiento: 89%. Los resultados de
RMN mostraron que la estructura era HA-Lys(OMe), en la que el grado de sustitucion (DS) de Lys(OMe) era de 5%.

Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié6 DCC (6 mg, 29 pmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmosfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separ6 por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para dar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvio en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 14 umol amino) disuelto en 5
ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (4 mg, 33 ymol) disuelto en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocd en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitdé durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofilizé. Rendimiento: 93%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Lys-LA, en la que el grado
de sustitucion (DS) de éster metilico de lisina-lipoilo era de 5%.

Ejemplo 3. Sintesis de un HA-Lys-LA polimero (MnHa = 35 kDa, DS = 28%)

En primer lugar, se afiadi¢ trietilamina (42 mg, 0,42 mmol) a una soluciéon de H-Lys(Boc)-OMe-HCI (480 mg, 1,58
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de H-Lys(Boc)-OMe/metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La soluciéon se ajust6 a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis v liofilizacién, para obtener HA-Lys(OMe)-
Boc. Se afiadieron por orden un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al H-Lys(Boc)-
OMe sodlido obtenido. La reaccién se llevd a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termino la
desproteccion, la solucién se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion. Rendimiento: 90%. Los resultados de
RMN mostraron que la estructura era HA-Lys(OMe), en la que el grado de sustitucion (DS) de Lys(OMe) era de 28%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado al vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadio DCC (16 mg, 76 pmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmodsfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvid en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 76 umol amino) disuelto en 5
ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocé en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofilizéd. Rendimiento: 91%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Lys-LA, en la que el grado
de sustitucién (DS) de éster metilico de lisina-lipoilo era de 28%.

Ejemplo 4. Sintesis de un HA-Lys-LA polimero (MqnHa = 8,9 kDa, DS = 12%)
En primer lugar, se afiadi¢ trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una solucidon de H-Lys(Boc)-OMe-HCI (240 mg, 0,80

mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de H-Lys(Boc)-OMe /metanol separada con hidrocloruro
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a una solucién acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucidon se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis vy liofilizacién, para obtener HA-Lys(OMe)-
Boc. Se afiadio por orden un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al H-Lys(Boc)-OMe
solido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que terminé la desproteccion, la
solucion se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacién. Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron
que la estructura era HA-Lys(OMe), en la que el grado de sustitucion (DS) de Lys(OMe) era de 12%.

Se disolvié acido lipoico (15 mg, 70 ymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (7 mg, 35 pmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmosfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separo, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvio en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 32 umol amino) disuelto en 5
ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (5 mg, 40 ymol) disuelta en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se coloco en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofilizéd. Rendimiento: 94%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Lys-LA, en la que el grado
de sustitucion (DS) de éster metilico de lisina-lipoilo era de 12%

Ejemplo 5. Sintesis de HA-Lys-LA polimero (MnHa = 8,9 kDa, DS = 10%)

En primer lugar, se afiadi¢ trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una soluciéon de H-Lys(Boc)-OMe-HCI (240 mg, 0,80
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y soluciéon de H-Lys(Boc)-OMe separada con hidrocloruro/ metanol
a una solucién acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La soluciéon se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis v liofilizacién, para obtener HA-Lys(OMe)-
Boc. Se afiadieron por orden un total de 6 ml de acido ftrifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-
Lys(OMe)-Boc solido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la
desproteccion, la solucién se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion, para proporcionar HA-Lys(OMe).

Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (0,384 g, 1,86 mmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo
una atmadsfera de nitrégeno; el matraz se colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agité durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se evaporo, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvid en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 27 umol amino) disuelto en 5
ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (4 mg, 33 ymol) disuelta en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocé en un
bafo de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se liofilizo.
Rendimiento: 95%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Lys-LA, en la que el grado de
sustitucion (DS) de éster metilico de lisina-lipoilo era de 10%.

Ejemplo 6. Sintesis de un HA-Lys-LA polimero (Ma+a = 100 kDa, DS = 10%)

En primer lugar, se afiadi¢ trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una solucidon de H-Lys(Boc)-OMe-HCI (240 mg, 0,80
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. se afiadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de H-Lys(Boc)-OMe/metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucion se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis v liofilizacién, para obtener HA-Lys(OMe)-
Boc. Se afadieron por orden un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) para al HA-
Lys(OMe)-Boc solido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la
desproteccion, la solucién se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion. Rendimiento: 92%. Los resultados de
RMN mostraron que la estructura era HA-Lys(OMe), en la que el grado de sustitucion (DS) de Lys(OMe) era de 10%.

Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié6 DCC (6 mg, 29 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmdsfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reaccion se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través evaporacion rotatoria
y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvid en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 27 umol amino) disuelto en 5
ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (4 mg, 33 ymol) disuelta en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se coloco en un
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bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Lys-LA, en la que el grado de sustitucion (DS)
de éster metilico de lisina-lipoilo era de 10%.

Ejemplo 7. Sintesis de HA-Lys-LA polimero (MnHa = 300 kDa, DS = 10%)

En primer lugar, se afiadi¢ trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una soluciéon de H-Lys(Boc)-OMe-HCI (240 mg, 0,80
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de H-Lys(Boc)-OMe/metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La soluciéon se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis v liofilizacién, para obtener HA-Lys(OMe)-
Boc. Se afiadieron por orden un total de 6 ml de acido ftrifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-
Lys(OMe)-Boc solido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termino la
desproteccion, la solucién se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion. Rendimiento: 92%. Los resultados de
RMN mostraron que la estructura era HA-Lys(OMe), en la que el grado de sustitucion (DS) de Lys(OMe) era de 10%.

Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (6 mg, 29 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmosfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reaccion se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través evaporacion rotatoria
y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvio en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Lys(OMe) (60 mg, 27 umol amino) disuelto en 5
m de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (4 mg, 33 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N'-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se coloco en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitdé durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofilizéd. Rendimiento: 95%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Lys-LA, en la que el grado
de sustitucion (DS) de éster metilico de lisina-lipoilo era de 10%.

Ejemplo 8. Preparacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (MqHa =35 kDa, DS = 10%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-Lys-LA polimero mediante dialisis. El procedimiento detallado fue como sigue:
se disolvieron 5 mg de HA-Lys-LA polimero (DS = 10%) en 1 ml de formamida y se le afiadieron gota a gota 4,0 ml
de PBS (10 mM, pH 7,4) a 25 °C bajo agitacion. Posteriormente la solucion resultante se agité durante 1 h, se
introdujo en una bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializd frente a
solucion de PBS (PBS) (10 mM, pH 7,4) durante 24 h. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de
198 nm y la distribucién del tamafio de particulas era de 0,11.

Ejemplo 9. Preparacion de nanoparticulas HA-Lys-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 5%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-Lys-LA polimero mediante dialisis. El procedimiento detallado fue como sigue:
se disolvieron 5 mg de HA-Lys-LA polimero (DS = 5%) en 1 ml de formamida y se le afiadieron gota a gota 4,0 ml de
PBS (10 mM, pH 7,4) a 25 °C bajo agitacion. Posteriormente la solucion resultante se agité durante 1 h, se introdujo
en una bolsa de didlisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS (10 mM,
pH 7,4) durante 24 h. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 237 nm y la distribucion del
tamano de particulas era de 0,23.

Ejemplo 10. Preparacion de nanoparticulas HA-Lys-LA (Mana = 35 kDa, DS = 28%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-Lys-LA polimero mediante dialisis. El procedimiento detallado fue como sigue:
se disolvieron 5 mg de HA-Lys-LA polimero (DS = 28%) en 1 ml de formamida, y se le afiadieron gota a gota 4,0 ml
de PBS (10 mM, pH 7,4) a 25 °C bajo agitacion. Posteriormente la solucion resultante se agité durante 1 h, se
introdujo en una bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS
(10 mM, pH 7,4) durante 24 h. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 178 nm vy la distribucion
del tamanio de particulas era de 0,13.

Ejemplo 11. Preparacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (MnHa = 8,9 kDa, DS = 5%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-Lys-LA polimero mediante dialisis. El procedimiento detallado fue como sigue:
se disolvieron 5 mg de HA-Lys-LA polimero (DS = 5%) en 1 ml de formamida y se le afiadieron gota a gota 4,0 ml de
PBS (10 mM, pH 7,4) a 25 °C bajo agitacion. Posteriormente la solucién resultante se agité durante 1 h, se introdujo
en una bolsa de didlisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS (10 mM,
pH 7,4) durante 24 h. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 203 nm y la distribucion del
tamano de particulas era de 0,25.

Ejemplo 12. Preparacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mnxa = 8,9 kDa, DS = 13%)
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Se prepararon nanoparticulas de HA-Lys-LA polimero mediante dialisis. El procedimiento detallado fue como sigue:
se disolvieron 5 mg de HA-Lys-LA polimero (DS = 13%) en 1 ml de formamida y se le afiadieron gota a gota 4,0 ml
de PBS (10 mM, pH 7,4) a 25 °C bajo agitacion. Posteriormente la solucion resultante se agité durante 1 h, se
introdujo en una bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS
(10 mM, pH 7,4) durante 24 h. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 185 nm vy la distribucion
del tamafio de particulas era de 0,09.

Ejemplo 13. Preparacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mnxa = 8,9 kDa, DS = 25%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-Lys-LA polimero mediante dialisis. El procedimiento detallado fue como sigue:
se disolvieron 5 mg de HA-Lys-LA polimero (DS = 25%) en 1 ml de formamida, y se le afiadieron gota a gota 4,0 ml
de PBS (10 mM, pH 7,4) a 25 °C bajo agitacion. Posteriormente la solucion resultante se agité durante 1 hora, se
introdujo en una bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS
(10 mM, pH 7,4) durante 24 h. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 169 nm vy la distribucion
del tamafio de particulas era de 0,10.

Ejemplo 14. Reticulacion de nanoparticulas HA-Lys-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 5%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajust6 a pH 8,5, se le afiadieron 4 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT)
a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24
h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas
reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las nanoparticulas reticuladas
tenian un tamafo de 219 nm y una distribucién del tamafo de particulas de 0,27.

Ejemplo 15. Reticulacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mnna = 35 kDa, DS = 10%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajust6 a pH 8,5, se le afiadieron 7 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT)
a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24
h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas
reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. La fig. 2 muestra los
resultados del cambio de tamafio de las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA bajo una dilucién elevada y en
condiciones de salinidad elevada. Se puede observar que las nanoparticulas reticuladas tenian un tamafio de 175
nm y una distribucion de tamafio de particulas de 0,12 y que tenian una estabilidad significativa frente a una dilucion
elevada (inyeccion intravenosa simulada) y una elevada salinidad (2M).

Ejemplo 16. Reticulacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mnna = 35 kDa, DS = 28%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajusté a pH 8,5, se le afiadieron 20 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol
(DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrdgeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitd
durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las
nanoparticulas reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las
nanoparticulas reticuladas tenian un tamafo de 152 nm y una distribucién del tamafio de particulas de 0,16.

Ejemplo 17. Reticulacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mnna = 8,9 kDa, DS = 5%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajusto a pH 8,5, se le afiadieron 4 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT)
a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24
h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas
reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las nanoparticulas reticuladas
tenian un tamafo de 199 nm y una distribucién del tamafo de particulas de 0,23.

Ejemplo 18. Reticulacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mqna = 8,9 kDa, DS = 13%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una soluciéon de las nanoparticulas de polimero
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajust6 a pH 8,5, se le afiadieron 7 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT)
a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24
h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas
reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las nanoparticulas reticuladas
tenian un tamafo de 164 nm y una distribucién del tamafo de particulas de 0,11.

Ejemplo 19. Reticulacion de nanoparticulas de HA-Lys-LA (Mqna = 8,9 kDa, DS = 25%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajusté a pH 8,5, se le afadieron 20 ml de 1,4-ditio-D,L-trecbutanol
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(DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrdgeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitd
durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las
nanoparticulas reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las
nanoparticulas reticuladas tenian un tamafio de 148 nm y una distribucién del tamafio de particulas de 0,23.

Ejemplo 20. Desreticulacion de las nanoparticulas polimeras reticuladas de HA-Lys-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 10%)
mediante glutatién en exceso

Bajo proteccion con nitrégeno, se afnadio glutation (GSH) pesado a una celda de muestras de vidrio de 2,0 ml de
nanoparticulas reticuladas polimeras de HA-Lys-LA (0,001 mg/ml) de forma que la concentracion de glutation final
fuera de 10 mM, y se prepard también muestra testigo paralela sin glutation; seguidamente, la celda de muestras de
vidrio se sellé con un tapén de caucho y se agitd uniformemente y se colocé en un agitador termostatado a 37 °C
(200 rpm). El tamafio de particulas de las particulas se siguié mediante dispersion de luz laser dinamica (DSL) a 37
°C durante un periodo de tiempo seleccionado. Los resultados mostraron que el tamafio de particulas de las
nanoparticulas reticuladas aumenté desde los 175 nm originales hasta varios miles de nanémetros después de ser
afectadas por glutation 10 mM durante 12 h y el tamafio de particulas disminuyé hasta varios nanémetros después
de una dilucién 1.000 veces, indicando que las nanoparticulas reticuladas estaban desreticuladas.

Ejemplo 21. Introduccion de farmaco anticancerigeno molecular pequefio doxorubicina y su liberaciéon activada por
glutation

Una solucion de HA-Lys-LA (Mnva = 35 kDa, DS = 5%, 10%, 28%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) se mezclé con
doxorubicina (DOX)/dimetilsulféxido (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacion durante 1 h y se afiadieron gota a gota 4 ml de
PBS a la mezcla bajo agitacion a 25 °C. Después ser agitada durante 1 h, la solucion resultante se introdujo en una
bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializ6 frente a PBS, para formar una
solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucion de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco formada se tomd en medio volumen y se ajusté a
pH 8,5. Se le ahadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas
nitrégeno durante 10 minutos; la solucién mixta se agité durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura
ambiente bajo una atmdsfera de nitrdgeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas se dializaron
frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se diluyeron 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afiadié un volumen igual de PBS de GSH (10 mM) a una parte y un volumen igual de
PBS puro se afiadié a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis
y se colocaron en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergio en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de GSH a la misma temperatura y la Ultima se sumergio en 25 ml de PBS (20 mM) a la misma
temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se tomaron 6 ml de dializado fuera de la bolsa de dialisis para
determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de una solucion de nueva aportacion correspondiente
al exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccion de farmaco en nanoparticulas polimeras de DOX: se tomé una cierta
cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas y sin reticular y el agua en la
soluciéon se separé mediante un método de liofilizacién; seguidamente, se le afiadieron 0,5 ml de formamida y el
sélido liofilizado se sometié a fusion completamente por ultrasonidos durante 1 h; se tomaron 20 ml de la solucién
resultante, a la que se afiadieron 3 ml de formamida; después de un ensayo de fluorescencia, se calcularon la
eficacia de introduccién de farmaco y el contenido de introduccion de farmaco con referencia a una curva estandar
de doxorubicina.

Eficacia de introduccion de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso de doxorubicina en
la alimentacion) x 100%

Contenido de introduccion de farmaco = (peso de la doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso total de las
nanoparticulas en blanco y doxorubicina en la alimentacién) x 100%

Cuando el contenido de introduccion de farmaco tedrico es 20%, la eficacia de introduccion de farmaco de las
nanoparticulas reticuladas HA-Lys-LA1o respecto a doxorubicina era de 54,5% y el contenido de introduccion de
farmaco real era de 12%.

La fig. 3 es un grafico que muestra la liberacién in vitro de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido
de DOX activada por glutation. Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas con
contenido de DOX se desreticularon rapidamente en GSH 10 mM a 37 °C y se liber6 aproximadamente 86% de DOX
en 22 h; mientras que las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX fueron muy estables en un entorno
exento de GSH y se liberé un poco de DOX, solamente un 24%.

Ejemplo 22. Introduccion de farmaco anticancerigeno molecular pequefio doxorubicina y su liberaciéon activada por
glutation
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Una solucion de HA-Lys-LA (Mnva = 35 kDa, DS = 40%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) se mezclé con doxorubicina
(DOX)/dimetilsulféxido (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacion durante 1 h y se afiadieron 4 ml de PBS a la mezcla bajo
agitacion a 25 °C. Después de ser agitada durante 1 h, la solucion resultante se introdujo en una bolsa de dialisis
previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializ6 frente a PBS, para formar una solucion de
nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmacos formada se tomé en medio volumen y se ajusto
a pH 8,5. Se le anadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de
gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24 h para experimentar una reaccion a
temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas se
dializaron frente a PBS para separar DTT sin reaccionar.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se diluyeron 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afadié un volumen igual de PBS de GSH (10 mM) a una parte, y un volumen igual de
PBS puro se afiadié a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis
y se colocaron en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergio en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de GSH a la misma temperatura, y la tltima se sumergié en 25 ml de PBS (20 mM) a la misma
temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se tomaron 6 ml de dializado fuera de la bolsa de dialisis para
determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de soluciéon de nueva aportacion correspondiente al
exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccién de farmaco de DOX en nanoparticulas polimeras: se tomé una cierta
cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas y sin reticular, y el agua en la
solucion se separé mediante un procedimiento de liofilizacion; seguidamente se le afiadieron 0,5 ml de formamida y
el solido liofilizado se sometié a fusion completamente por ultrasonidos durante 1 h; se tomaron 20 ml de la solucién
resultante, a los que se afiadieron 3 ml de formamida; después del ensayo de fluorescencia, se calcularon la eficacia
de introduccién de farmaco y el contenido de introduccion de farmaco con referencia a una curva estandar de
doxorubicina.

Eficacia de introduccion de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso de doxorubicina en
la alimentacion) x 100%

Contenido de introduccidon de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso total de las
nanoparticulas en blanco y doxorubicina en la alimentacién) x 100%

Cuando el contenido de introduccion de farmaco tedrico es de 25%, la eficiencia de introducciéon de farmaco de
nanoparticulas reticuladas HA-Lys-LA4 para doxorubicina fue de 74,5% y el contenido de introduccion de farmaco
real fue de 20%.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se reticularon rapidamente en GSH 10 mM a 37 °C y se liberd
aproximadamente un 78% DOX fue lanzado en 22 h; mientras que las nanoparticulas reticuladas con contenido de
DOX fueron muy estables en un entorno exento de GSH y se liberé poco de DOX, solamente unl 19%.

Ejemplo 23. Introduccion farmaco anticancerigeno molecular pequefio paclitaxel (PTX) y su liberacion activada por
DTT

Una solucion de HA-Lys-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 10%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) se mezclé6 con PTX/N,N'-
dimetilformamida (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacion durante 1 h y se afiadieron 4 ml de PBS a la mezcla bajo
agitacion a 25 °C. Después ser agitada durante 1 h, la solucidn resultante se introdujo en una bolsa de dialisis
previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializ6 frente a PBS, para formar una solucion de
nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmacos formada se tomdé en medio volumen y se ajusté
a pH 8,5. Se le anadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de
gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24 h para experimentar una reaccion a
temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas se
dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar.

Las NP (nanoparticulas) reticuladas con contenido de PTX se diluyeron 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afiadié un volumen igual de PBS de DTT (10 mM) a una parte, y se afiadié un volumen
igual de PBS puro a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis
colocada en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergié en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de DTT a la misma temperatura, y la ultima se sumergié en 25 ml de PBS (10 mM) a la misma
temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se tomaron 6 ml de dializado fuera de la bolsa de dialisis para
determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de soluciéon de nueva aportacion correspondiente al
exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccién de farmaco de PTX en nanoparticulas polimeras: se tomé una cierta
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cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas y sin reticular, y se separé el agua
en la solucién mediante un método de liofilizacion; seguidamente se le afiadieron 0,5 ml de acetonitrilo para realizar
ultrasonidos durante 1 h; se realizé una filtracion; se midid la intensidad de adsorcion a 227 nm mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con una mezcla de acetonitrilo y agua (1/1, v/v) como fase movil, y
se calculd la eficacia de introduccion de farmaco con referencia a la curva estandar de paclitaxel.

Eficacia de introduccién de farmaco = (peso de paclitaxel en nanoparticulas/peso de paclitaxel en la alimentacion) x
100%

Contenido de introduccion del farmaco = (peso de paclitaxel en nanoparticulas/peso total de nanoparticulas y
paclitaxel en la alimentacion) x 100%

Como se muestra mediante los resultados, el PTX no afecté a la formaciéon de nanoparticulas y el tamafio
sustancialmente no cambié; aparte de esto, cuando el contenido de introduccién de farmaco tedrico es de 30%, la
eficacia de introduccion de farmaco de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA1o respecto a paclitaxel era de 67,2%
y el contenido de introduccion de farmaco real era de 22%. Las nanoparticulas reticuladas con contenido de PTX se
desreticularon rapidamente en DTT 10 mM a 37 °C y se liber6é aproximadamente 82% de PTX en 22 h.

Ejemplo 24. Un método para sintetizar un HA-(aminoetilamino)-LA polimero (Mqxa = 8,9 kDa, DS = 5%)

En primer lugar, se afiadio trietilamina (42,5 mg, 0,42 mmol) a una solucion de NH,-CH,CH2NH(Boc)-HCI (64,08 mg,
0,40 mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden
EDC (460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucion de NH2-CH,CH,NH(Boc)/metanol separada con
hidrocloruro a una solucién acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucién se ajusté a pH
8,5. La mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis y liofilizacion, para obtener HA-
NHCH,CH2NH-Boc. Se afadié un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) por orden al
HA-NHCH,CH:NH-Boc solido obtenido. La reaccion se llevé a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que
termino la desproteccion, la solucion se ajustdé a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizaciéon, para proporcionar HA-
NHCH2CH2oNH,.

Se disolvié acido lipoico (6 mg, 29 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadieron a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 13 ml y se afiadié DCC (0,192 g, 0,93 mmol) disuelto en 0,5 ml de diclorometano al matraz sellado bajo
una atmadsfera de nitrégeno; el matraz se colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agité durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reaccion se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través evaporacion rotatoria
y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvid en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-NHCH>CH2NH, (114,4 mg, 15 pmol amino)
disuelto en 5 ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (2 mg, 16,5 ymol) disueltas en
0,5 ml de N,N'-dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se
colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de didlisis en agua/etanol (1:1) y agua por
orden y se liofiliz6. Rendimiento: 97%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-(aminoetilamino)-
LA, en la que el grado de sustitucion (DS) de aminoetilamino-lipoilo era de 5%.

Ejemplo 25. Un método para sintetizar un HA-(aminoetilamino)-LA polimero (MnHa = 100 kDa, DS = 10%)

En primer lugar, se afadio trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una solucion de NH-CH>.CH,;NH(Boc)-HCI (128,2 mg,
0,80 mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden
EDC (460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucidon de NH2-CH,CH,NH(Boc)/metanol separada con
hidrocloruro a una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucién se ajusté a pH
8,5. La mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis y liofilizacion, para obtener HA-
NHCH,CH2NH-Boc. Se afadié un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) por orden al
HA-NHCH2CH:NH-Boc solido obtenido. La reaccion se llevé a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que
termino la desproteccion, la solucion se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizaciéon. Rendimiento: 92%. Los
resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-NHCH2CH;NH,, en la que el grado de sustitucion (DS) de
aminoetilamino era de 10%.

Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (6 mg, 29 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmdsfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvio en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-NHCH>CH2NH, (103,6 mg, 27 pmol amino)
disuelto en 5 ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (4 mg, 33 pmol) disuelta en 0,5
ml de N,N'-dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se
colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de didlisis en agua/etanol (1:1) y agua por
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orden y se liofilizd. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-(aminoetilamino)-LA, en la que el
grado de sustitucion (DS) de aminoetilamino-lipoilo era de 10%.

Ejemplo 26. Un método para sintetizar un HA-(aminoetilamino)-LA polimero (MnHa = 37 kDa, DS = 28%)

En primer lugar, se afiadio trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucion de NH,-CH,CH;NH(Boc)-HCI (310,7
mg, 1,58 mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por
orden EDC (460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucion de NH>-CH,CH,;NH(Boc)/metanol separada
con hidrocloruro con una solucién acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucion se
ajustd a pH 8,5. La mezcla se agitdé durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis y liofilizacion, para
obtener HA-NHCH,CH:NH-Boc. Se afiadié un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1)
por orden al HA-NHCH2CH2NH-Boc solido obtenido. La reaccion se llevd a cabo bajo agitacion durante 6 h.
Después de que termind la desproteccion, la soluciéon se ajustdé a pH 7,0, seguido de didlisis y liofilizacion.
Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-NHCH;CH2NH>, en la que el grado
de sustitucion (DS) de aminoetilamino era de 28%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 ymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (16 mg, 76 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmosfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvio en 0,5 ml de N,N'-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afadieron por orden HANH-CH,CH;NH; (106 mg, 76 pmol amino)
disuelto en 5 ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 umol) disuelta en 0,5
ml de N,N'-dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se
colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de didlisis en agua/etanol (1:1) y agua por
orden y se liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-(aminoetilamino)-LA, en la que el
grado de sustitucion (DS) de aminoetilamino-lipoilo era de 28%.

Ejemplo 27. Un método para sintetizar un HA-(aminohexilamino)-LA polimero (Mana = 400 kDa, DS = 40%)

En primer lugar, se afiadio trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucién de NH,-(CH2CH,)sNH(Boc)-HCI (310,7
mg, 1,58 mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por
orden EDC (460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucion de NH>-CH,CH,;NH(Boc)/metanol separada
con hidrocloruro a una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucion se ajusto
a pH 8,5. La mezcla se agit6 durante 96 h a temperatura ambiente, seguido de didlisis vy liofilizacién, para obtener
HA-NH(CH,CHz)3sNH-Boc. Se afiadio un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) por
orden al HA-NH(CH2CH,)sNH-Boc sélido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después
de que termind la desproteccion, la solucion se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion. Rendimiento: 89%.
Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-NH(CH2CH.)3NH>, en la que el grado de sustitucion (DS)
de aminohexilamino era de 40%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadio DCC (16 mg, 76 pmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmosfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afadieron por orden HA-NH(CH>CHz)sNH. (79 mg, 76 pmol amino)
disuelto en 5 ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 umol) disuelta en 0,5
ml de N,N’-dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrdgeno; el reactor se
colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de didlisis en agua/etanol (1:1) y agua por
orden y se liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-(aminohexilamino)-LA, en la que el
grado de sustitucion (DS) de aminohexilamino-lipoilo era de 40%.

Ejemplo 28. Un método para sintetizar un HA-ornitina-LA polimero (Mnna = 8,9 kDa, DS = 10%)

En primer lugar, se afadio trietilamina (85 mg, 0,84 mmol) a una solucion de Orn(Boc)-HCI (215 mg, 0,80
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de Orn(Boc)/metanol separada con hidrocloruro a una
solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxi) (6 ml). La solucion se ajusté a pH 8,5. La mezcla se
agitoé durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc). Se afadio
un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc) sélido obtenido. La reaccion
se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que terminé la desproteccion, la solucion se ajusté a pH 7,0,
seguido de didlisis y liofilizacion. Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-
Orn, en la que el grado de sustitucion (DS) de ornitina (Orn) era de 10%.
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Se disolvié acido lipoico (12 mg, 58 pymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié6 DCC (6 mg, 29 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmdsfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afadieron por orden HA-Orn(105,2 mg, 27 pmol amino) disuelto en 5 ml
de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (4 mg, 33 pumol) disuelta en 0,5 ml de N,N’-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocd en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1:1) y agua por orden y se
liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn-LA, en la que el grado de sustitucion (DS)
de ornitina-lipoilo era de 10%.

Ejemplo 29. Un método para sintetizar un HA-ornitina-LA polimero (Mnna = 8,9 kDa, DS = 28%)

En primer lugar, se afiadi6 trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucion de Orn(Boc)-HCI (424,6 mg, 1,58
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de Orn(Boc)/metanol separada con hidrocloruro a una
solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucién se ajusté a pH 8,5. La mezcla se
agitoé durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc). Se afadio
un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc) sélido obtenido. La reaccion
se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que terminé la desproteccion, la solucion se ajusté a pH 7,0,
seguido de didlisis y liofilizacion. Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-
Orn, en la que el grado de sustitucion (DS) de ornitina (Orn) era 28%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 ymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (16 mg, 76 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmdsfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afadieron por orden HA-Orn(110,7 mg, 76 pmol amino) disuelto en 5 mi
de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N’-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocé en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitdé durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1/1) y agua por orden y se
liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn-LA, en la que el grado de sustitucion (DS)
de ornitina-lipoilo era de 28%.

Ejemplo 30. Un método para sintetizar un HA-Ornitina-LA polimero (Mnxa = 100 kDa, DS = 28%)

En primer lugar, se afiadié trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucion de Orn(Boc)-HCI (424,6 mg, 1,58
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de Orn(Boc)/metanol separada con hidrocloruro a una
solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucién se ajusté a pH 8,5. La mezcla se
agitoé durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de dialisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc). Se afadio
por orden un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc) sélido obtenido. La
reaccion se llevé a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la desproteccion, la solucion se ajusté a
pH 7,0, seguido de didlisis y liofilizacion. Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era
HA-Orn, en la que el grado de sustitucion (DS) de ornitina (Orn) era de 28%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (16 mg, 76 pmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmdsfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afadieron por orden HA-Orn(110,7 mg, 76 pmol amino) disuelto en 5 mi
de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N’-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocd en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1/1) y agua por orden y se
liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn-LA, en la que el grado de sustitucion (DS)
de ornitina-lipoilo era de 28%.
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Ejemplo 31. Un método para sintetizar un HA-Ornitina-LA polimero (Mnxa = 300 kDa, DS = 40%)

En primer lugar, se afiadié trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucion de Orn(Boc)-HCI (424,6 mg, 1,58
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de Orn(Boc)/metanol separada con hidrocloruro a una
solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucién se ajusté a pH 8,5. La mezcla se
agitd durante 96 h a temperatura ambiente, seguido de didlisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc). Se
afnadieron un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc) sdlido obtenido. La
reaccion se llevé a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la desproteccion, la solucion se ajusté a
pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion. Rendimiento: 89%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era
HA-Orn, en la que el grado de sustitucion (DS) de ornitina (Orn) era de 40%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado al vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (16 mg, 76 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmésfera de nitrégeno; el matraz se colocoé en un bafio de aceite a 30 °C y se agitdé durante 22 h. Después del
enfriamiento, la urea formada en la reaccién se separé por filtracion. El filtrado se concentrd a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron por orden HA-Orn(79,8 mg, 76 ymol amino) disuelta en 5 ml de
formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N’-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocé en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1/1) y agua por orden y se
liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn-LA, en la que el grado de sustitucion (DS)
de ornitina-lipoilo era de 40%.

Ejemplo 32. Un método para sintetizar un polimero HA-éster etilico de ornitina-LA (Mnna = 8,9 kDa, DS = 5%)

En primer lugar, se afadio trietilamina (42,5 mg, 0,42 mmol) a una soluciéon de Orn(Boc)-OEt-HCI (107,5 mg, 0,40
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y soluciéon de Orn(Boc)-OEt /metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La soluciéon se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de didlisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc)-
OEt. Se afadieron un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc)-OEt sélido
obtenido. La reaccion se llevd a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la desproteccion, la
solucion se ajusto a pH 7,0, seguido de dialisis v liofilizacion, para proporcionar HA-Orn(OEt).

Se disolvié acido lipoico (6 mg, 29 ymol) en 2,0 ml de diclorometano y se afadid a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 13 ml y se afiadié DCC (0,192 g, 0,93 mmol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo
una atmadsfera de nitrégeno; el matraz se colocé en un bafio de aceite a 30 °C y se agité durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afadieron por orden HA-Orn(OEt) (115,5 mg, 15 ymol amino) disuelto en
5 ml de formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (2 mg, 16,5 pmol) disuelta en 0,5 ml de
N,N’-dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmoésfera de nitrégeno; el reactor se coloco en
un bafo de aceite a 30 °C y se agité durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1/1) y agua por orden y se
liofilizé. Rendimiento: 97%. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn(OEt)-LA, en la que el
grado de sustitucion (DS) de ornitina(OEt)-lipoilo era de 5%.

Ejemplo 33. Un método para sintetizar un HA-éster metilico de ornitina-LA polimero (Mnna = 35 kDa, DS = 28%)

En primer lugar, se afadié trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucién de Orn(Boc)-OMe-HCI (402,5 mg, 1,58
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afiadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de Orn(Boc)-OMe /metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La soluciéon se ajusté a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de didlisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc)-
OMe. Se afadieron un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc)-OMe
solido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la desproteccion, la
solucion se ajusto a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacion. Rendimiento: 92%. Los resultados o RMN mostraron
que la estructura era HA-Orn(OMe), en la que el grado de sustitucién (DS) de Orn(OMe) era de 28%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (16 mg, 76 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmésfera de nitrégeno; el matraz se colocoé en un bafio de aceite a 30 °C y se agitdé durante 22 h. Después del
enfriamiento, la urea formada en la reaccién se separo por filtracion. El filtrado se concentrd a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.
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El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se anadieron HA-Orn(OMe) (110,6 mg, 76 umol amino) disuelto en 5 ml de
formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N’-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocd en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1/1) y agua por orden y se
liofilizo. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn(OMe)-LA, en la que el grado de sustitucion
(DS) de ornitina(OMe)-lipoilo era de 28%.

Ejemplo 34. Un método para sintetizar un HA-éster butilico de ornitina-LA polimero (Mnxa = 500 kDa, DS = 28%)

En primer lugar, se afadio trietilamina (167,9 mg, 1,66 mmol) a una solucién de Orn(Boc)-OBu-HCI (469,0 mg, 1,58
mmol)/metanol anhidro (2 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h. Se afadieron por orden EDC
(460 mg, 2,40 mmol), NHS (140 mg, 1,22 mmol) y solucién de Orn(Boc)-OBu /metanol separada con hidrocloruro a
una solucion acuosa de HA (300 mg, 0,79 mmol de grupo carboxilo) (6 ml). La solucion se ajust6 a pH 8,5. La
mezcla se agité durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de didlisis y liofilizacion, para obtener HA-Orn(Boc)-
OBu. Se afiadieron un total de 6 ml de acido trifluoroacético/acido clorhidrico 2 M (v/v, 1:1) al HA-Orn(Boc)-OBu
solido obtenido. La reaccion se llevo a cabo bajo agitacion durante 6 h. Después de que termind la desproteccion, la
solucion se ajusté a pH 7,0, seguido de dialisis y liofilizacién. Rendimiento: 92%. Los resultados de RMN mostraron
que la estructura era HA-Orn(OBu), en la que el grado de sustitucion (DS) de Orn(OBu) era de 28%.

Se disolvié acido lipoico (32 mg, 152 pmol) en 2,0 ml de diclorometano y se afiadié a un matraz sellado a vacio
Schlenk de 25 ml y se afiadié DCC (16 mg, 76 umol) disuelto en 1,0 ml de diclorometano al matraz sellado bajo una
atmosfera de nitrogeno; el matraz se coloco en un bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 22 h. Después de
enfriar, la urea formada en la reacciéon se separé por filtracion. El filtrado se concentré a través de evaporacion
rotatoria y el disolvente se separd, para proporcionar un anhidrido de acido lipoico.

El anhidrido de acido lipoico anteriormente obtenido se disolvié en 0,5 ml de N,N’-dimetilformamida que habia
experimentado un tratamiento anhidro. Se afiadieron HA-Orn(OBu) (113,8 mg, 76 umol amino) disuelto en 5 ml de
formamida, el anhidrido de acido lipoico y 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 83 pmol) disuelta en 0,5 ml de N,N’-
dimetilformamida a un matraz de tres bocas de 50 ml bajo una atmdsfera de nitrégeno; el reactor se colocé en un
bafio de aceite a 30 °C y se agitd durante 48 h, seguido de dialisis en agua/etanol (1/1) y agua por orden y se
liofilizé. Los resultados de RMN mostraron que la estructura era HA-Orn(OBu)-LA, en la que el grado de sustitucion
(DS) de ornitina (OBu)-lipoilo era de 28%.

Ejemplo 35. Preparacion de nanoparticulas de HA-(aminoetilamino)-LA (MnHa = 37 kDa, DS = 28%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-(aminoetilamino)-LA (Mnna = 37 kDa, DS = 28%) segun el método del ejemplo
9. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 132 nm y la distribucién del tamafio de particulas era
de 0,08.

Ejemplo 36. Preparacion de nanoparticulas de HA-(aminohexilamino)-LA (Mana = 400 kDa, DS = 40%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-(aminohexilamino)-LA (Mnana = 400 kDa, DS = 40%) segun el método del
ejemplo 9. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas fuera de 145 nm vy la distribucion del tamafio de
particulas era de 0,11.

Ejemplo 37. Preparacion de nanoparticulas de HA-ornitina-LA (Myna = 100 kDa, DS = 28%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-ornitina-LA (MaHa = 100 kDa, DS = 28%) segun el método del ejemplo 9. El
tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 140 nm y la distribucion del tamafio de particulas era de
0,07.

Ejemplo 38. Preparacion de nanoparticulas de HA-ornitina(OMe)-LA (MqHa = 35 kDa, DS = 28%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-ornitina(OMe)-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 28%) segun el método del ejemplo 9.
El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 148 nm y la distribucion del tamafio de particulas era de
0,06.

Ejemplo 39. Preparacion de nanoparticulas de HA-ornitina(OBu)-LA (Mana = 500 kDa, DS = 28%)

Se prepararon nanoparticulas de HA-ornitina(OBu)-LA (MnHa = 500 kDa, DS = 28%) segun el método del ejemplo 9.
El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas era de 151 nm y la distribucion del tamafio de particulas era de
0,12.

Ejemplo 40. Reticulacion de nanoparticulas de HA-(aminoetilamino)-LA (Mnxa = 37 kDa, DS = 28%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, se ajusté una solucidon de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) a pH 8,5, se le afadieron 20 ml de 1 mg/ml de 1,4-ditio-D,L-triobutanol
(DTT) después de permitir la entrada de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucién mixta se agitdé durante 24 h

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2698 123 T3

para experimentar una reacciéon a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrogeno. Las nanoparticulas
reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las nanoparticulas reticuladas
tenian un tamafo de 150 nm y una distribucion del tamafo de particulas de 0,13 y tenian una estabilidad
significativa frente a una dilucion elevada (inyeccion intravenosa simulada) y una elevada salinidad (2M).

Ejemplo 41. Reticulacion de nanoparticulas de HA-(aminohexilamino)-LA (MnHa = 400 kDa, DS = 40%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, se ajusté una solucidon de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) a pH 8,5, se le afadieron 20 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1
mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitdé durante 24 h
para experimentar una reacciéon a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrogeno. Las nanoparticulas
reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las nanoparticulas reticuladas
tenian un tamafo de 149 nm y una distribucion del tamafo de particulas de 0,13 y tenian una estabilidad
significativa frente a una dilucion elevada (inyeccion intravenosa simulada) y una elevada salinidad (2M).

Ejemplo 42. Reticulacion de nanoparticulas HA-ornitina-LA (Mnna = 100 kDa, DS = 28%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajusté a pH 8,5, se le afiadieron 20 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol
(DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrdgeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitd
durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las
nanoparticulas reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las
nanoparticulas reticuladas tenian un tamafio de 137 nm y una distribucion del tamafio de particulas de 0,08 y tenian
una estabilidad significativa frente a una dilucién elevada (inyeccion intravenosa simulada) y una elevada salinidad
(2M).

Ejemplo 43. Reticulacion de nanoparticulas de HA-ornitina(OMe)-LA (Mana = 35 kDa, DS = 28%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajusté a pH 8,5, se le afiadieron 20 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol
(DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrédgeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitd
durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las
nanoparticulas reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las
nanoparticulas reticuladas tenian un tamafio de 132 nm y una distribucion del tamafio de particulas de 0,09 y tenian
una estabilidad significativa frente a una dilucién elevada (inyeccion intravenosa simulada) y una elevada salinidad
(2M).

Ejemplo 44. Reticulacion de nanoparticulas de HA-ornitina(OBu)-LA (MnHa = 500 kDa, DS = 28%)

Con el fin de obtener nanoparticulas polimeras reticuladas, una solucién de las nanoparticulas polimeras
anteriormente formadas (0,5 mg/ml, 2 ml) se ajusté a pH 8,5, se le afiadieron 20 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol
(DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas nitrédgeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitd
durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las
nanoparticulas reticuladas resultantes se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar. Las
nanoparticulas reticuladas tenian un tamafio de 141 nm y una distribucion del tamafio de particulas de 0,14 y tenian
una estabilidad significativa frente a una dilucién elevada (inyeccion intravenosa simulada) y una elevada salinidad
(2M).

Ejemplo 45. Introduccidon de farmaco anticancerigeno molecular pequefio doxorubicina (DOX) y su liberacion
activada por glutation

Una solucién de HA-ornitina(OMe)-LA (Mnra = 35 kDa, DS = 28%, 10%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) se mezclé con
doxorubicina (DOX)/dimetilsulfoxido (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacion durante 1 h y se afiadieron gota a gota 4 ml de
PBS a la mezcla bajo agitacion a 25 °C. Después de ser agitada durante 1 h, la soluciéon resultante se introdujo en
una bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS, para formar
una solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucion de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco formada se tomd en medio volumen y se ajusté a
pH 8,5, se le afiadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas
nitrégeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitdé durante 24 h antes de experimentar una reaccion a
temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas se
dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se diluyeron 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afiadioé un volumen igual de PBS de GSH (10 mM) a una parte y se afiadié un volumen
igual de PBS puro a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis y
se colocaron en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergio en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de GSH a la misma temperatura y la Ultima se sumergio en 25 ml de PBS (20 mM) a la misma
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temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se tomaron 6 ml de dializado fuera de la bolsa de dialisis para
determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de una solucion de nueva aportacion correspondiente
al exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccién de farmaco de DOX en nanoparticulas polimeras: se tomé una cierta
cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas y sin reticular, y el agua en la
soluciéon se separé6 mediante un método de liofilizacién; seguidamente se le afiadieron 0,5 ml de formamida y el
sélido liofilizado se sometié a fusion completamente por ultrasonidos durante 1 h; se tomaron 20 ml de la solucién
resultante, a los que se afiadieron 3 ml de formamida; después del ensayo de fluorescencia, se calcularon la eficacia
de introduccién de farmaco y el contenido de introduccion de farmaco con referencia a una curva estandar de
doxorubicina.

Eficacia de introduccion de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso de doxorubicina en
la alimentacion) x 100%

Contenido de introduccion del farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso total de las
nanoparticulas en blanco y doxorubicina en la alimentacién) x 100%

Cuando el contenido de introduccion de farmaco tedrico es de 20%, la eficacia de introduccion de farmaco de
nanoparticulas reticuladas con HA-ornitina(OMe)-LA (Mana = 35 kDa, DS = 10%) respecto a doxorubicina fue de
79,57% y el contenido de introduccion de farmaco real fue 15,56%.

Cuando el contenido de introduccion del farmaco tedrico es de 20%, la eficacia de introducciéon de farmaco de
nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina(OMe)-LA (Mnna = 35 kDa, DS = 28%) respecto a doxorubicina fue de
81,2%, y el contenido de introduccion de farmaco real fue 16,24%.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se desreticularon rapidamente en GSH 10 mM a 37 °C y se
liberé aproximadamente 81% de DOX en 22 h; mientras que las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX
fueron muy estables en un entorno exento de GSH y se liber6é poco de DOX, solamente un 16%.

Ejemplo 46. Introduccion de farmaco anticancerigeno molecular pequefio doxorubicina (DOX) y su liberacion
activada por glutation

Se mezclé una solucion de HA-ornitina-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 10%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) con doxorubicina
(DOX)/dimetilsulféxido (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacién durante 1 h y se afadieron gota a gota 4 ml de PBS a la
mezcla bajo agitacion a 25 °C. Después de ser agitada durante 1 h, la solucién resultante se introdujo en una bolsa
de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializ6 frente a PBS, para formar una
solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucion de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco formada se recogié en medio volumen y se
ajusto a pH 8,5. Se le afadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada
de gas nitrégeno durante 10 minutos; la solucion mixta se agité durante 24 h para experimentar una reaccion a
temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas se
dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se diluyeron 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afiadioé un volumen igual de PBS de GSH (10 mM) a una parte y se afiadié un volumen
igual de PBS puro a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis y
se colocaron en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergio en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de GSH a la misma temperatura, y la tltima se sumergié en 25 ml de PBS (20 mM) a la misma
temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se tomaron 6 ml de dializado fuera de la bolsa de dialisis para
determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de la solucién de nueva aportacion correspondiente al
exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccién de farmaco de DOX en nanoparticulas polimeras: se tomé una cierta
cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas y sin reticular y el agua en la
soluciéon se separ6 mediante un método de liofilizaciéon; seguidamente se le afiadieron 0,5 ml de formamida y el
sélido liofilizado se sometié a fusion completamente por ultrasonidos durante 1 h; se tomaron 20 ml de la solucién
resultante, a los que se afadieron 3 ml de formamida; después del ensayo de fluorescencia, se calcularon la eficacia
de introduccién de farmaco y el contenido de introduccidon de farmaco con referencia a una curva estandar de
doxorubicina.

Eficacia de introduccion de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso de doxorubicina en
la alimentacion) x 100%

Contenido de introduccion del farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso total de las
nanoparticulas en blanco y doxorubicina en la alimentacién) x 100%
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Cuando el contenido de introducciéon del farmaco tedrico es de 20%, la eficacia de introducciéon de farmaco de
nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA (Mqva = 35 kDa, DS = 10%) a doxorubicina fue de 81,5%, vy el
contenido de introducciéon de farmaco real fue de 16,38 %

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se desreticularon rapidamente en GSH 10 mM a 37 °C y se
liberé aproximadamente un 82% de DOX en 22 h; mientras que las nanoparticulas reticuladas con contenido de
DOX fueron muy estables en un entorno exento de GSH y se liberd poco de DOX, solamente 15%.

Ejemplo 47. Introduccion de farmaco anticancerigeno molecular pequefio doxorubicina y su liberacién accionada por
glutation

Una solucién de HA-(aminohexilamino)-LA (Mnxa = 400 kDa, DS = 40%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) se mezcld con
doxorubicina (DOX)/dimetilsulfoxido (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacion durante 1 h y se afiadieron gota a gota 4 ml de
PBS a la mezcla bajo agitacion a 25°C. Después de agitar durante 1 h, la solucion resultante se introdujo en una
bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializ6 frente a PBS, para formar una
solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucion de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco formada se recogié en medio volumen y se
ajusté a pH 8,5. Se le anadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) de 1 mg/ml después de permitir la
entrada de gas nitrogeno durante 10 minutos; la solucidon mixta se agitdé durante 24 h para experimentar una
reaccion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco
reticuladas se dializaron frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se diluyeron 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afiadié un volumen igual de PBS de GSH (10 mM) a una parte y se afiadié un volumen
igual de PBS puro a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis y
se colocaron en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergio en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de GSH a la misma temperatura y la Ultima se sumergio en 25 ml de PBS (20 mM) a la misma
temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se tomaron 6 ml del dializado fuera de la bolsa de dialisis para
determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de una solucion de nueva aportacion correspondiente
al exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccién de farmaco de DOX en nanoparticulas polimeras: se tomé una cierta
cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco, reticuladas y sin reticular, y el agua en la
soluciéon se separ6 mediante un método de liofilizaciéon; seguidamente se le afiadieron 0,5 ml de formamida y el
sélido liofilizado se sometié a fusion completamente por ultrasonidos durante 1 h; se tomaron 20 ml de la solucién
resultante, a los que se afiadieron 3 ml de formamida; después del ensayo de fluorescencia, se calcularon la eficacia
de introducciéon de farmaco y el contenido de introducciéon del farmaco con referencia a una curva estandar de
doxorubicina.

Eficacia de introduccion de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso de doxorubicina en
la alimentacion) x 100%

Contenido de introduccién del farmaco = (peso de la doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso total de las
nanoparticulas en blanco y doxorubicina en la alimentacién) x 100%

Cuando el contenido de introduccion de farmaco tedrico es de 20%, la eficacia de introduccion de farmaco de
nanoparticulas reticuladas de HA-(aminohexilamino)-LA (Mnna = 400 kDa, DS = 40%) respecto a doxorubicina fue de
79,8%, y el contenido de introduccion de farmaco real fue de 15,96%.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se desreticularon rapidamente en GSH 10 mM a 37 °C y se
liberé aproximadamente un 83% de DOX en 22 h; mientras que las nanoparticulas reticuladas con contenido de
DOX eran muy estables en un entorno exento de GSH, y se liberd poco de DOX, solamente 15%.

Ejemplo 48. Nanoparticulas reticuladas de HA-(aminoetilamino)-LA (Mna = 37 kDa, DS = 28%) con contenido de
DOX

Una solucion de HA-(aminoetilamino)-LA (Mnva = 37 kDa, DS = 28%)/formamida (5 mg/ml, 1 ml) se mezclé con
doxorubicina (DOX)/dimetilsulfoxido (5 mg/ml, 0,25 ml) bajo agitacion durante 1 h y se afiadieron gota a gota 4 ml de
PBS a la mezcla bajo agitacion a 25°C. Después de ser agitada durante 1 h, la solucion resultante se introdujo en
una bolsa de dialisis previamente preparada (SPECTRA/POR, MWCO: 3500) y se dializé frente a PBS para formar
una solucién de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco.

La solucion de nanoparticulas polimeras con contenido de farmaco formada se tomd en medio volumen y se ajusté a
pH 8,5. Se le afiadieron 17,5 ml de 1,4-ditio-D,L-treobutanol (DTT) a 1 mg/ml después de permitir la entrada de gas
nitrégeno durante 10 minutos; la solucién mixta se agité durante 24 h para experimentar una reaccion a temperatura
ambiente bajo una atmdsfera de nitrdgeno. Las nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas se dializaron
frente a PBS para separar el DTT sin reaccionar.
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Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX fueron diluidas 100 veces con PBS (10 mM, pH 7,4) y se
dividieron en dos partes: se afiadioé un volumen igual de PBS de GSH (10 mM) a una parte y se afiadié un volumen
igual de PBS puro a la otra parte a 37 °C. Estas soluciones se transfirieron inmediatamente a una bolsa de dialisis y
se colocaron en un agitador termostatado a 37 °C (200 rpm). La primera se sumergio en 25 ml de PBS que tenia la
misma concentracion de GSH a la misma temperatura y la Ultima se sumergio en 25 ml de PBS (20 mM) a la misma
temperatura; después de un periodo de tiempo dado, se recogieron 6 ml de dializado fuera de la bolsa de didlisis
para determinar su intensidad de fluorescencia y se afiadieron 6 ml de solucién de nueva aportacion correspondiente
al exterior de la bolsa de dialisis.

Determinacion de la eficacia de introduccién de farmaco de DOX en nanoparticulas polimeras: se tomé una cierta
cantidad de soluciones de nanoparticulas con contenido de farmaco reticuladas y sin reticular y el agua en la
soluciéon se separ6 mediante un método de liofilizaciéon; seguidamente se le afiadieron 0,5 ml de formamida y el
sélido liofilizado se sometié a fusion completamente por ultrasonidos durante 1 h; se tomaron 20 ml de la soluciéon
resultante, a los que se afadieron 3 ml de formamida; después del ensayo de fluorescencia, se calcularon la eficacia
de introduccién de farmaco y el contenido de introduccion de farmaco con referencia a una curva estandar de
doxorubicina.

Eficacia de introduccion de farmaco = (peso de doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso de doxorubicina en
la alimentacion) x 100%

Contenido de introduccion de farmaco = (peso de la doxorubicina introducida en nanoparticulas/peso total de las
nanoparticulas en blanco y doxorubicina en la alimentacién) x 100%

Cuando el contenido de introduccion del farmaco tedrico es de 20%, la eficacia de introducciéon de farmaco de
nanoparticulas reticuladas de HA-(aminoetilamino)-LA (Mnxa = 37 kDa, DS = 28%) respecto a doxorubicina fue de
63,5% y el contenido de introduccién de farmaco real fue de 12,7%.

Las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX se desreticularon rapidamente en GSH 10 mM a 37 °C y se
liberé aproximadamente un 82% de DOX en 22 h; mientras que las nanoparticulas reticuladas con contenido de
DOX fueron muy estables en un entorno exento de GSH y se liberé poco de DOX, solamente un 16%.

Determinacion biolégica
Ejemplo 49. Liberacion de farmaco intracelular de nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX

Se usd microscopia exploracion laser confocal para observar la endocitosis y comportamientos de liberacion
intracelular de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Mnna = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) en células de cancer de
mama humano resistente a DOX (MCF-7/ADR) que expreso un alto nivel de receptores CD44 y tenia resistencia a
DOX. Las células MCF-7/ADR se dispusieron primero en placas de cultivo celular a una densidad de 1 x 10%pocillo y
se cultivaron a 37°C con didxido de carbono al 5% en 1 ml de medio que contenia 10% de suero, 100 Ul/ml de
penicilina antibiética y 10 pug/ml de estreptomicina durante 24 h para conseguir un cubrimiento monocapa de células
de 70%. Seguidamente, se afiadieron 200 pl de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX o
solucion exenta de DOX a cada pocillo, de modo que la concentracion final de DOX en los pocillos era de 5 pg/ml.
Después de una incubacion a 37°C con diéxido de carbono al 5% durante 10 h, el medio se retird y las suspensiones
se lavaron con PBS por tres veces seguido de fijacion con solucién de paraformaldehido al 4% durante 15 minutos y
se lavaron con PBS tres veces. Seguidamente, el citoesqueleto se tifid con péptidos de faloidina marcada con FITC
y se lavd con PBS tres veces. Finalmente, el nucleo celular se tifid con DAPI (dihidrocloruro de 4',6-diamidino-2-
fenilindol) durante 15 minutos y se lavé con PBS tres veces. En un experimento de bloqueo de receptores, se
incubaron soluciones de HA libres (5 mg/ml) con las células durante 4 h antes de la adicién de nanoparticulas
reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX, seguido de las etapas descritas anteriormente. La muestra
preparada se observo y se fotografio mediante microscopia de exploracion laser confocal.

La fig. 4 es una fotografia que muestra los resultados de liberacion de farmaco de nanoparticulas reticuladas de HA-
Lys-LA con contenido de farmaco, DOX, y nanoparticulas reticuladas encapsuladas en HA en células MCF-7/ADR
(células de cancer de mama humano) (I representa las nanoparticulas con contenido de farmaco, Il representa un
farmaco libre y Il representa nanoparticulas con contenido de farmaco encapsuladas con un HA libre). Como se
muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX podrian ser
rapidamente endocitosadas por células y liberar DOX en las células. Después de una incubacion durante 10 h, casi
la totalidad de la fluorescencia de DOX intracelular entré en el nucleo y la resistencia fue significativamente mayor
que la de grupos testigos de DOX libre y los encapsulados con un HA libre, indicando que las nanoparticulas tenian
una propiedad significativa de direccion a diana y capacidad para invertir la resistencia a los farmacos de células
tumorales.

Ejemplo 50. Medicién de citotoxicidad de nanoparticulas de HA-Lys-LA para MCF-7/ADR

Se midio la citotoxicidad de nanoparticulas en blanco de HA-Lys-LA (sin introduccion de farmaco alguno) (Mana = 35
kDa, DS = 5%, 10%, 28%) para MCF-7/ADR mediante un método de MTT. En primer lugar, se dispusieron placas
100 pl de una suspension 1640 de células (el medio 1640 contenia suero bovino fetal al 10%, 100 Ul/ml de
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penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina) en una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las
células era 1 x 10%pocillo y se colocaron a 37°C, diéxido de carbono al 5%, para realizar una incubacion durante 24
h, de modo que el cubrimiento de las células monocapa fuera de 70 a 80%. Seguidamente se afiadieron 20 ul de
una soluciéon de concentraciones diferentes de nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA en PBS de
forma que la concentracion final de nanoparticulas en blanco en los pocillos de células fuera de 0,5 o 1,0 mg/ml.
Después de una incubacion durante 24 h, se afiadieron a cada pocillo 20 pl de una solucion de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en PBS (5 mg/ml) y se incub6 durante 4 h en un incubador para permitir
que el MTT reaccionara con las células viables. Seguidamente se retir6 el medio de cultivo que contenia MTT, se
afiadieron 150 pl de DMSO a cada pocillo para disolver los cristales de formazano color purpura producidos por las
células viables y MTT y se midio la absorbancia a 570 nm de cada pocillo usando un lector de microplacas (BioTek).
Se obtuvo la viabilidad celular relativa comparando con la absorcion a 570 nm de los pocillos testigos con solamente
células en blanco. Los datos experimentales se obtuvieron a partir de cuatro grupos paralelos.

Viabilidad celular (%) = (muestra de OD 570/testigo de OD 570) x 100%

La actividad anticancerigena de nanoparticulas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (MnHa = 35 kDa; DS = 5%,
10%, 28%; DLC = 11%, 12%, 15%) se midi6 mediante un método similar al método anteriormente mencionado para
medir la citotoxicidad de nanoparticulas en blanco. Se dispusieron en placas 100 uL de una suspension en 1640 de
células MCF-7/ADR dispuestas en una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las células
era de 1x10%/pocillo y se colocaron a 37 °C, 5% de carbono diéxido para realizar una incubacion durante 24 h de
forma que el cubrimiento de células monocapa fue de 70 a 80%. Seguidamente se afiadieron 20 ul de solucion de
nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA con contenido de DOX que tenian un grado diferente de
sustitucién de DOX libre en PBS a cada pocillo de forma que la concentracion final de DOX en los pocillos de células
fuera de 0,0023 a 150 yg/ml. Después de una incubacion durante 4 h, se separé el medio original y se afiadio la
misma cantidad de medio de nueva aportacion. Después de una incubacién durante 44 h, se afiadieron a cada
pocillo 20 pl de una soluciéon de MTT (5 mg/ml) y se incubd durante 4 h en un incubador. El ensayo posterior y la
medicién de toxicidad fueron los mismos que se describieron anteriormente. En un experimento de bloqueo de
receptores, la solucion de HA libre (5 mg/ml) se incubo con células durante 4 h antes de la adicion de nanoparticulas
reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX, para completar el bloqueo de células tumorales por HA. Las
etapas siguientes fueron las mismas que en lo que antecede, como grupos testigos.

La fig. 5 es un grafico que muestra los resultados de la citotoxicidad de diferentes nanoparticulas de HA-Lys-LA para
células MCF-7/ADR. Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA tenian
una buena biocompatibilidad y las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX tenian actividad antitumoral y
tenian la actividad antitumoral mas elevada cuando el grado de sustitucion era de 10%, porque las nanoparticulas
reticuladas formadas no eran estables en caso de un grado de sustitucion demasiado bajo y la modificacién excesiva
para el acido hialurénico afectaria a su capacidad de direccién a diana.

Ejemplo 51. Medicién de citotoxicidad de nanoparticulas de HA-Lys-LA para MCF-7/ADR

Se midié la citotoxicidad de nanoparticulas en blanco de HA-Lys-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 40%) para MCF-7/ADR
mediante un método de MTT. En primer lugar, se dispusieron en placas 100 yl de una suspension en 1640 de
células (el medio 1640 contenia suero bovino fetal al 10%, 100 Ul/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) en
una placa de cultivo de 96 pocillos con el fin de que la densidad final de células fuera 1x10%/pocillo y se colocaron a
37 °C, dioxido de carbono al 5%, para realizar una incubacién durante 24 h, de forma que el cubrimiento de las
células monocapa fue de 70 a 80%. Seguidamente se afiadieron a cada pocillo 20 pl de solucion de concentraciones
diferentes de nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA en PBS de forma que la concentracion final de
nanoparticulas en blanco en los pocillos de células fuera de 0,5 o 1,0 mg/ml. Después de una incubacion durante 24
h, se afadieron a cada pocillo 20 yl de una solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
en PBS (5 mg/ml) y se incub6 durante 4 h en un incubador para permitir que el MTT interaccionara con las células
viables. Seguidamente se retiré el medio de cultivo que contenia MTT, se afiadieron 150 yl de DMSO a cada pocillo
para disolver los cristales de formazano color purpura producidos por las células viables y MTT y se midio la
absorbancia a 570 nm de cada pocillo usando un lector de microplacas (BioTek). Se obtuvo la viabilidad celular
relativa comparando con la absorcién a 570 nm de pocillos testigos con solo células en blanco. Los datos
experimentales se obtuvieron a partir de cuatro grupos paralelos.

Viabilidad celular (%) = (muestra de OD 570/testigo de OD 570) x 100%

La actividad anticancerigena de las nanoparticulas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (MnHa = 35 kDa; DS = 40%;
DLC = 20%) se midié mediante un método analogo al método anteriormente mencionado para medir la citotoxicidad
de nanoparticulas en blanco. Se dispusieron en placas 100 yl de una suspension en 1640 de células MCF-7/ADR en
una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las células fuera de 1 x 10%pocillo y se
colocaron a 37°C, 5% de carbono diéxido, para realizar una incubacién durante 24 h de forma que el cubrimiento de
las células monocapa fuera de 70 a 80%. Seguidamente se afadieron a cada pocillo 20 pl de una solucion de
nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA con contenido de DOX que tenian un grado diferente de
sustitucion de DOX libre en PBS de forma que la concentracion final de DOX en los pocillos de células fuera de
0,0023 a 150 pg/ml. Después de una incubacion durante 4 h, se retiré el medio original y se afiadié la misma
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cantidad de medio de nueva aportacién. Después de una incubaciéon durante 44 h, se afiadieron a cada pocillo 20 pl
de una solucién de MTT (5 mg/ml) y se incub6 durante 4 h en un incubador. El ensayo posterior y la medicién de la
toxicidad fueron los mismos que se describieron anteriormente. En un experimento de bloqueo de receptores, la
solucion de HA libre (5 mg/ml) se incubd con células durante 4 h antes de la adicion de nanoparticulas reticuladas de
HA-Lys-LA con contenido de DOX, para completar el bloqueo de células tumorales por HA. Las siguientes etapas
fueron las mismas que anteriormente, como grupos testigos.

Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA en blanco tenian una buena
biocompatibilidad, y las nanoparticulas reticuladas con contenido de DOX tenian cierta actividad antitumoral.

Ejemplo 52. Medicién de citotoxicidad para glioma humano (U87MG)

Se midio la citotoxicidad de nanoparticulas en blanco de HA-Lys-LA (Mnua = 35 kDa, DS = 5%, 10%, 28%) para
células U87MG mediante un método de MTT. En primer lugar, se dispusieron en placas 100 y, de un medio de
glucosa bajo DMEM de células (el medio de glucosa DMEM bajo contenia 10% de suero bovino fetal, 100 Ul/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina) en una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las
células fuera 1 x 10%/pocillo y se colocaron a 37 °C, 5% de dioxido de carbono para realizar una incubacion durante
24 h de forma que el cubrimiento de las células monocapa fuera de 70 a 80%. Seguidamente, se afiadieron a cada
pocillo 20 pl de solucidn de diferentes concentraciones de nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA en
PBS de forma que la concentracion final de nanoparticulas en blanco en los pocillos de células fuera de 0,5 o0 1,0
mg/ml. Después de una incubacién durante 24 h, se afiadieron a cada pocillo 20 pl de una solucion de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en PBS (5 mg/ml) y se incubd durante 4 h en un incubador para
permitir que el MTT interaccionara con células viables. Seguidamente se separé el medio de cultivo que contenia
MTT, se anadieron 150 yl de DMSO a cada pocillo para disolver los cristales de formazano de color purpura
producidos por células viables y MTT y se midié la absorbancia a 570 nm de cada pocillo usando un lector de
microplacas (BioTek). La viabilidad celular relativa se obtuvo comparando con la absorcién a 570 nm de los pocillos
testigos con solamente células en blanco. Los datos experimentales se obtuvieron a partir de cuatro grupos
paralelos.

Viabilidad celular (%) = (muestra de OD 570/testigo de OD 570) x 100%

La actividad anticancerigena de nanoparticulas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (MnHa = 35 kDa; DS = 5%,
10%, 28%; DLC = 11%, 12%, 15%) se midié6 mediante un método analogo al método anteriormente mencionado
para medir la citotoxicidad de nanoparticulas en blanco. 100 pl de un medio de glucosa bajo en DMEM de células
U87MG se dispuso en una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las células fuera de 1 x
10%/pocillo, y se colocaron a 37 °C, 5% dioxido de carbono, para realizar una incubacion durante 24 h para que el
cubrimiento de las células monocapa sea de 70 a 80%. Seguidamente, se afiadieron a cada pocillo 20 ul de solucion
de nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA con contenido de DOX que tenian un diferente grado de
sustitucién o DOX libre en PBS, de forma que la concentracién final de DOX en los pocillos de células fuera de
0,0023 a 150 pg/ml. Después de una incubacion durante 4 h, se separ6 el medio original y se afiadié la misma
cantidad de medio de nueva aportacién. Después de una incubacién durante 44 h, se afiadieron a cada pocillo 20 pl
de una solucion de MTT (5 mg/ml y se incub6 durante 4 h en un incubador. El ensayo posterior y la medicion de la
toxicidad fueron los mismos anteriormente descritos. En el experimento de bloqueo de receptores, se incubd la
solucion de HA libre (5 mg/ml) con células durante 4 h antes de la adicién de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-
LA con contenido de DOX, para completar el bloqueo de células tumorales por HA. Las siguientes etapas fueron las
mismas que anteriormente.

Como se muestra mediante los resultados, la viabilidad celular de nanoparticulas en blanco en las células U87MG
después de 48 h fue de mas de 90%, lo que indico que la biocompatibilidad de las nanoparticulas en blanco era
buena. Las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX tenian una actividad antitumoral en
células U87MG con una baja expresion de receptor CD44, pero las nanoparticulas con contenido de farmaco que
tenian grados diferentes de sustitucion tenian una actividad antitumoral parecida, que era bastante inferior a la del
farmaco libre.

Ejemplo 52. Medicién de citotoxicidad para glioma humano (U87MG)

Se midié la citotoxicidad de nanoparticulas en blanco de HA-Lys-LA (MnHa = 35 kDa, DS = 40%) para células US7MG
mediante un método de MTT. En primer lugar, se dispusieron en placas 100 pyl de un medio de glucosa bajo en
DMEM de células (el medio de glucosa bajo en DMEM contenia 10% de suero bovino fetal, 100 Ul/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina) en una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las células era
1 x 10%/pocillo, y se colocaron a 37°C, 5% de diéxido de carbono para realizar una incubacién durante 24 h, de forma
que el cubrimiento de células monocapa fuera de 70 a 80%. Seguidamente, se afiadieron a cada pocillo 20 pl de
solucién de concentraciones diferentes de nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA en PBS de forma
que la concentracion final de nanoparticulas en blanco en los pocillos de células fuera de 0,5 o 1,0 mg/ml. Después
de una incubacién durante 24 h, se afadieron 20 yl de una solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) en PBS (5 mg/ml) y se incubaré durante 4 h en un incubador para permitir que el MTT
interaccionara con células viables. Seguidamente se separé el medio de cultivo que contenia MTT, se afiadieron a
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cada pocillo 150 yl de DMSO para disolver los cristales de formazano color purpura producidos por células viables y
MTT y se midié la absorbancia a 570 nm de cada pocillo usando un lector de microplacas (BioTek). La viabilidad
celular relativa se obtuvo comparando con la absorciéon a 570 nm de pocillos testigos con solamente células en
blanco. Los datos experimentales se obtuvieron a partir de cuatro grupos paralelos.

Viabilidad celular (%) = (muestra de OD 570/testigo de OD 570) x 100%

La actividad anticancerigena de las nanoparticulas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (MqHa = 35 kDa, DS = 40%,
DLC = 20%) se midié mediante un método analogo al método anteriormente mencionado para medir la citotoxicidad
de nanoparticulas en blanco. Se dispusieron en placas 100 yl de un medio de glucosa bajo en DMEM de células
U87MG en una placa de cultivo de 96 pocillos de forma que la densidad final de las células fuera de 1 x 10%/pocillo y
se colocaron a 37 °C, 5% diéxido de carbono, para realizar una incubacién durante 24 h de forma que el cubrimiento
de células monocapa fuera de 70 a 80%. Seguidamente, se afiadieron a cada pocillo 20 pl de solucion de
nanoparticulas reticuladas o sin reticular de HA-Lys-LA con contenido de DOX que tenian un grado diferente de
sustitucién de DOX libre en PBS, de forma que la concentracién final de DOX en los pocillos de células fuera de
0,0023 a 150 pg/ml. Después de una incubacion durante 4 h, el medio original se separdé y se afiadié la misma
cantidad de medio de nueva aportacién. Después de una incubacién durante 44 h, se afiadieron a cada pocillo 20 pl
de una solucién de MTT (5 mg/ml) y se incubd durante 4 h en un incubador. El ensayo posterior y la medicion de
toxicidad fueron los mismos que se describieron anteriormente. En un experimento de bloqueo de receptores, la
solucion de HA libre (5 mg/ml) se incubd con células durante 4 h antes de la adicion de nanoparticulas reticuladas de
HA-Lys-LA con contenido de DOX, para completar el bloqueo de células tumorales por HA. Las siguientes etapas
fueron las mismas que anteriormente.

Como se muestra mediante los resultados, la viabilidad celular de las nanoparticulas en blanco en células U87MG
después de 48 h fue de mas de 88%, lo que indicé que la biocompatibilidad de nanoparticulas en blanco era buena.
Las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX tenian una actividad antitumoral en células
U87MG con baja expresion de receptor CD44, pero las nanoparticulas con contenido de farmaco que tenian
diferentes grados de sustitucion tenian una actividad antitumoral parecida, que era bastante inferior a la del farmaco
libre.

Ejemplo 54. Estudio de circulacion de nanoparticulas reticuladas HA-Lys-LA con contenido de DOX en el cuerpo de
ratones

Las siguientes operaciones de ensayos en animales se llevaron a cabo bajo protocolos aprobados por la entidad
Soochow University Laboratory Animal Center. Seis ratones desprovistos de inmunidad de aproximadamente 5-8
semanas de edad, que pesaban 18-22 g se dividieron aleatoriamente en dos grupos, y a cada grupo se le
administraron nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Muna = 35 kDa, DS = 10%, DLC =
12%) o DOX libre (siendo la dosificacion de DOX de 15 mg/kg) a través de la inyeccion en una vena de la cola. Se
extrajeron 10 pl de sangre de una vena de la cola cada vez en valores diferentes de tiempo después de la inyeccion
para 2 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h. Después de que se retir6 la sangre, la
muestra de sangre se peso y se disolvié en 100 pl de solucién de Triton al 1%, y seguidamente se le afiadié 1 ml de
solucién en isopropanol de acido clorhidrico a 0,75 mol/l. La mezcla se dej6é en reposo durante una noche en la
oscuridad a -20 °C. Después de una centrifugacion, la materia sobrenadante fue sometida a un ensayo de
fluorescencia.

% ID/g = (muestra FL x (V Triton + V acido clorhidrico))/(M sangre x FL estandar x V estandar x factor de dilucién
estandar) x 100%

La fig. 6 es un grafico que muestra los resultados de la circulacion sanguinea de nanoparticulas reticuladas de HA-
Lys-LA con contenido de DOX (Mnna = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) en ratones. Como se muestra mediante los
resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX tenian una buena estabilidad y
pudieron conseguir una circulacion prolongada en ratones, mientras que el DOX libre casi no fue detectado en la
sangre de ratones después de 2 h.

Ejemplo 55. Estudio de la circulacion de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX en la
sangre de ratones

Las siguientes operaciones de ensayo en animales se llevaron a cabo bajo protocolos aprobados por la entidad
Soochow University Laboratory Animal Center. Seis ratones desprovistos de inmunidad de aproximadamente 5-8
semanas de edad, que pesaban 18-22 g, se dividieron aleatoriamente en dos grupos y a cada grupo se administrd
nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Myna = 35 kDa, DS = 40%, DLC = 20%) o DOX
libre (siendo la dosificacion de DOX de 15 mg/kg) a través de inyeccion en una vena de la cola. Se extrajeron 10 pl
de sangre de una vena de la cola cada vez en valores de tiempo diferentes después de la inyeccion para 2 minutos,
15 minutos, 30 minutos, 1 h, 2 h, 4 h,6 h, 8 h, 12 h, 24 h. Después de que se retird la sangre, la muestra de sangre
se pesoO y se disolvio en 100 pl de solucion de Triton al 1%, y seguidamente se le afiadi6 1 ml de solucion en
isopropanol de acido clorhidrico a 0,75 mol/l. La mezcla se dejo en reposo durante una noche en la oscuridad a -20
°C. Después de una centrifugacion, la materia sobrenadante se sometié a un ensayo de fluorescencia.
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% ID/g = (muestra FL x (V Triton + V acido clorhidrico))/(M sangre x FL estandar x V estandar x factor de dilucién
estandar) x 100%

Como muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Mnna =
35 kDa, DS = 40%, DLC = 20%) tenian buena estabilidad y pudieron conseguir una circulacién prolongada en
ratones, mientras que el DOX libre casi no se detectd en la sangre de ratones después de 2 h.

Ejemplo 56. Formacion de imagenes in vivo de ratones desprovistos de inmunidad que portan un tumor de cancer de
mama resistente a farmacos tratado con nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA

La distribucién de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA (Mnva = 35 kDa, DS = 10%) en partes respectivas se
observo en tiempo real usando un sistema de formacion de imagenes in vivo Maestro durante la circulacion in vivo.
Se establecié un modelo de xenoinjerto de ratones desprovistos de inmunidad que portan un tumor de cancer de
mama resistente a farmacos mediante la inoculacién subcutanea de 1 x 10” MCF-7/ADR en el lado trasero de cada
raton desprovisto de inmunidad (que pesaba de 18 a 22 g). Cuando el tamafrio de los tumores alcanzo 100 mm3, los
ratones desprovistos de inmunidad que portaban tumores fueron inyectados con 0,2 ml de una solucion de
nanoparticula reticulada de HA-Lys-LA con contenido de molécula fluorescente Cy7 a través de una vena de la cola.
Seguidamente, los ratones desprovistos de inmunidad fueron anestesiados en un cierto punto de tiempo y se fijaron
a una placa de plastico negra, se colocaron en un sistema de obtencidon de imagenes in vivo Maestro y se midio la
intensidad de la distribucion de Cy7 in vivo a una longitud de onda de emision de 720 nm.

La fig. 7 es una fotografia que muestra resultados de formacién de imagenes in vivo de nanoparticulas reticuladas
de HA-Lys-LA con contenido de Cy7 en ratones desprovistos de inmunidad que portan tumores. Como muestra
mediante los resultados, la intensidad de la fluorescencia de Cy7 en ratones desprovistos de inmunidad aumento
con la prolongacion del tiempo y la intensidad de fluorescencia en los sitios de tumor alcanzé un valor mas elevado a
10 h, y la fluorescencia de Cy7 en los sitios de tumor era todavia elevada después de 24 h, indicando que Las
nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA se podrian enriquecer eficazmente en los sitios de tumor y mantenerse un
tiempo prolongado.

Ejemplo 57. Formacion de imagenes ex vivo de 6rganos de ratones desprovistos de inmunidad que portan un tumor
de cancer de mama resistente a farmacos tratado con nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de
DOX

Seis ratones desprovistos de inmunidad que portaban un tumor de cancer de mama resistente a farmacos con un
tamario de tumor de 100 mm?® se dividieron aleatoriamente en dos grupos, y a cada raton se administré por via
intravenosa en una vena de la cola 0,2 ml de (1) nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX
(MnHa = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%); (2) una solucién de DOX libre (una concentracion de DOX final de
aproximadamente 15 mg/kg). Después de 10 h, se extirparon el corazén, higado, bazo, pulmén, rifidén y bloque de
tumor, se lavaron y fijaron en una placa de plastico negra, que seguidamente se colocé en un sistema de formacion
de imagenes in vivo Maestro y se midi6 la intensidad de la distribucion de DOX in vivo a una longitud de onda de
emision de 523 nm.

Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX
(MnHa = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) se concentraron en el sitio del tumor mas que en otros 6rganos y liberaron
una elevada fluorescencia de DOX, mientras que el DOX libre casi no se concentré en el sitio del tumor.

Ejemplo 58. Biodistribucion de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX en 6rganos de
ratones desprovistos de inmunidad que portan un tumor de cancer de mama resistente a farmacos

Seis ratones desprovistos de inmunidad que portaban tumores con un tamaro de tumor de 100 mm? se dividieron
aleatoriamente en dos grupos y cada ratén se le administrd por via intravenosa a través de una vena de la cola 0,2
ml de (1) Nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (MnHa = 35 kDa, DS = 10%, DL = 12%);
(2) una solucion de DOX libre (una concentracion de DOX final de aproximadamente 15 mg/kg). Después de 10 h,
se extirparon el corazon, higado, bazo, pulmén, rifion y bloque de tumor, se lavaron, se pesaron y seguidamente se
les afiadieron 400ul de Triton al 1%; la materia resultante se homogeneiz6 con un homogeneizador y seguidamente
se le anadieron 600 pl de solucién en isopropanol de acido clorhidrico a 0,75 mol/l. La mezcla se colocd en un
refrigerador a -20 °C. Después de 24 h, la mezcla se sometio a centrifugacion y la materia sobrenadante se sometio
a un ensayo de fluorescencia.

% ID/g = (FL érgano x (V solucion de tratamiento + V érgano))/(V farmaco x factor de dilucién x FL farmaco x M
organo) x 100%

La fig. 8 es un grafico que muestra resultados de la biodistribucién de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con
contenido de DOX (MnHa = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) en érganos de ratones desprovistos de inmunidad que
portan tumores. Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con
contenido de DOX tienen un enriquecimiento elevado de 12,71% ID/g en el sitio del tumor, mientras que se
concentré poco DOX libre en el sitio del tumor, saladamente 0,63% ID/g. Después de una inyeccion intravenosa a
través de una vena de la cola de nanoparticulas de oro huecas con contenido de doxorubicina (DOX) existentes con
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la superficie modificada con polietilenglicol (PEG) durante 6 horas y 24 h, la concentracion de DOX en el sitio del
tumor era menor que 5% ID/g, lo que indica que el vehiculo de farmaco basado en polimero anfifilico de acido
hialurénico de la presente invencién puede entrar eficazmente en las células tumorales sin modificar la molécula
diana, y la relacion de enriquecimiento en el sitio del tumor es elevada.

Ejemplo 59. Efecto antitumoral de nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX en ratones
desprovistos de inmunidad que portan un tumor de cancer de mama resistente a farmacos

Ratones desprovistos de inmunidad que portan tumores con un tamafo de tumor de 50 mm? se dividieron
aleatoriamente en tres grupos (seis en cada grupo) y este dia se ajusté como dia 0. A cada raton se le administrd
por via intravenosa en una vena de la cola 0,2 ml de (1) nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de
DOX (Mnna = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%); (2) una solucién de DOX libre; (3) PBS (una concentracion de DOX
final de aproximadamente 7,5 mg/kg). Los efectos de micelas con contenido de farmaco sobre el crecimiento tumoral
en ratones desprovistos de inmunidad se midieron regularmente con un calibrador. Los cambios del peso corporal
de los ratones desprovistos de inmunidad se pesaron regularmente con una balanza. El tamafio del tumor se obtuvo
basandose en una férmulaV =0,5 x L x W x H (L es la longitud de los puntos mas largos del tumor; W es la longitud
de los puntos mas cortos del tumor; H es la altura del tumor) .Después de 24 dias, se tomd un ratén aleatoriamente
de cada grupo y se sacrific6 mediante dislocacion del cuello y la médula espinal, y se extirparon el corazoén, el
higado y el tumor de cada ratén y se fijaron con formaldehido al 4%, se cortaron en laminas y se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E) y se sometieron a un analisis histolégico. Se siguieron observando los restantes
ratones desprovistos de inmunidad. Se considerd que los ratones estaban muertos cuando los ratones desprovistos
de inmunidad murieron durante el tratamiento o el volumen del tumor sobrepaso 1.000 mm3.

Volumen tumoral relativo (%) = volumen de tumor/volumen de tumor en el dia 0 x 100%.

Cambio de peso relativo (%) = peso corporal de raton desprovisto de inmunidad/peso corporal de ratén desprovisto
de inmunidad en el dia 0 x 100%.

La fig. 9 es un grafico que muestra los resultados de los cambios del crecimiento tumoral en ratones desprovistos de
inmunidad que portan tumores tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Mnta =
35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%). como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-
Lys-LA con contenido de DOX pudieron inhibir eficazmente el crecimiento del volumen del tumor y tenian una
actividad antitumoral elevada, mientras que el DOX libre no pudo inhibir el crecimiento tumoral. Los cambios en el
peso corporal de ratones desprovistos de inmunidad y el experimento de supervivencia mostraron que las
nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Mnta = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) no tuvieron
efecto sobre el peso corporal, tuvieron menos efectos secundarios y dieron lugar a un tiempo de supervivencia mas
prolongado, mientras que el DOX libre redujo el peso corporal de los ratones desprovistos de inmunidad en un 28%,
tuvo grandes efectos secundarios y provocod que todos los ratones murieran en 28 dias. Aparte de esto, como
muestra mediante los resultados del analisis histolégico de tincion de H&E, un tejido de tumor correspondiente a las
nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con contenido de DOX (Mnna = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) tuvo un
area grande de necrosis, pero tanto el corazén y el higado eran normales; mientras que los tejidos tumorales
correspondientes a los grupos de DOX libre y PBS crecieron vigorosamente y el higado correspondiente al grupo de
DOX libre estaba grandemente deteriorado y las células del miocardio atrofiadas y aparecieron vacuolos,
acompanados de infiltracion de tejido inflamatorio.

Ejemplo 60. Efecto del crecimiento tumoral de nanoparticulas reticuladas HA-ornitina-LA con contenido de DOX
(MnHa = 100 kDa, DS = 28%) en ratones desprovistos de inmunidad que portaban tumor LP1 (mieloma multiple)

Ratones desprovistos de sistema inmune que portan tumores con un tamafo de tumor de 50 mm? se dividieron
aleatoriamente en tres grupos (seis en cada grupo) y este dia se ajusté como dia 0. A cada raton se le administrd
por via intravenosa a través de una vena de la cola 0,2 ml de (1) nanoparticulas reticuladas de HA-Lys-LA con
contenido de DOX (Mnva = 100 kDa, DS = 28%, DLC = 12%); (2) una solucion de DOX libre; (3) PBS (una
concentracion de DOX final de aproximadamente 7,5 mg/kg). Los efectos de micelas con contenido de farmaco
sobre el crecimiento tumoral en ratones desprovistos de inmunidad se midieron regularmente con un calibrador. Los
cambios en el peso corporal de ratones desprovistos de inmunidad se pesaron regularmente con una balanza. El
tamafio del tumor se obtuvo basandose en una férmula V = 0,5 x L x W x H (L es la longitud de los puntos mas
largos del tumor; W es la longitud de los puntos mas cortos del tumor; H es la altura del tumor). Después de 24 dias,
se tomo aleatoriamente un raton de cada grupo y se sacrific6 mediante dislocacion del cuello y la médula espinal y
extirparon el corazon, el higado y el tumor de cada ratén y se fijaron con formaldehido al 4%, se cortaron en laminas
y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) y se sometieron a un analisis histoldgico. Se siguieron observando los
ratones desprovistos de inmunidad restantes. Se consideré que los ratones murieron cuando el ratéon desprovisto de
inmunidad murio durante el tratamiento o el volumen tumoral sobrepaso los 1.000 mm3,

Volumen tumoral relativo (%) = volumen de tumor/volumen de tumor en el dia 0 x 100%.

Cambio de peso relativo (%) = peso corporal de ratones desprovistos de inmunidad/peso corporal de ratones
desprovistos de inmunidad en el dia 0 x 100%.
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Las figs. 13A a 13D muestran los resultados de los cambios de crecimiento tumoral en ratones desprovistos de
inmunidad que portan tumores tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA con contenido de DOX
(MnHa = 100 kDa, DS = 28%, DLC = 12%). La fig. 13A muestra los resultados del cambio de volumen de tumor
relativos. A partir de la fig. 13A, se puede observar que en ratones tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-
ornitina-LA con contenido de DOX, un 2/5 de los tumores desaparecié basicamente en 25 dias. A partir de la fig.
13B, se puede observar que, en comparacion con ratones tratados con PBS, el volumen del tumor en ratones
tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA con contenido de DOX disminuyd significativamente. La
fig. 13C muestra un cambio relativo en el peso corporal de ratones desprovistos de inmunidad. Considerando la fig.
13C, el farmaco libre provocaria una gran disminucion en el peso corporal de los ratones, mientras que los ratones
tratados con nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA con contenido de DOX tuvieron un cambio relativamente
menor en el peso corporal. Consideran las figs. 13A y 13B, las nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA con
contenido de DOX aumentaron la actividad antitumoral de los ratones, al mismo tiempo que tenian una menor
toxicidad para los ratones. La fig. 13D muestra una tasa de supervivencia de los ratones. Como se muestra
mediante los resultados de las figs. 13A a D, las nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA con contenido de DOX
pudieron inhibir eficazmente el crecimiento del volumen tumoral y tuvieron una elevada actividad antitumoral,
mientras que el DOX libre no pudo inhibir el crecimiento tumoral. Los cambios en el peso corporal de los ratones
desprovistos de inmunidad y el experimento de supervivencia mostraron que las nanoparticulas reticuladas de HA-
ornitina-LA con contenido de DOX (Mn1a = 100 kDa, DS = 28%, DLC = 12%) no tuvieron efecto sobre el peso
corporal, tuvieron menos efectos secundarios y dieron lugar al tiempo de supervivencia mas prolongado, mientras
que el DOX libre redujo el peso corporal de los ratones desprovistos de inmunidad en aproximadamente un 34%,
tuvo grandes efectos secundarios y provocod que todos los ratones murieran en 15 dias. Aparte de esto, como lo
muestra mediante los resultados del analisis histologico de tincion de H&E, un tejido tumoral correspondiente a las
nanoparticulas reticuladas de HA-ornitina-LA con contenido de DOX (Mnta = 100 kDa, DS = 28%, DLC = 12%) tenia
un area grande de necrosis, pero el corazéon y el higado estaban ambos normales; mientras que los tejidos
tumorales correspondientes a los grupos de DOX libre y PBS crecieron vigorosamente y el higado correspondiente
al grupo de DOX libre estaba grandemente deteriorado, las células del miocardio atrofiadas y aparecieron vacuolos,
acompanfados de infiltracion tejidos inflamatorios.

Ejemplo 61. Estudio de circulaciéon de nanoparticulas reticuladas HA- éster metilico de ornitina-LA con contenido de
DOX en el cuerpo de ratones

Las siguientes operaciones de ensayo en animales se llevaron a cabo bajo protocolos aprobados por la entidad
Soochow University Laboratory Animal Center. Seis ratones desprovistos de inmunidad de aproximadamente 5-8
semanas de edad, que pesaban 18-22 g, se dividieron aleatoriamente en dos grupos y a cada grupo se le administré
nanoparticulas reticuladas de HA-éster metilico de ornitina-LA con contenido de DOX (Mnxa = 35 kDa, DS = 28%,
DLC = 12%) o DOX libre (siendo la dosificacién de DOX de 15 mg/kg) a través de inyeccion en una vena de la cola.
Se extrajeron 10 pl de sangre de la cola cada vez en valores de tiempo diferentes después de la inyeccion para 2
minutos, 15 minutos, 30 minutos, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 hs, 12 hs, 24 h. Después de que se extrajo la sangre, la
muestra de sangre se peso y se disolvio en 100 pl de una solucion de Triton al 1% y seguidamente se le afiadié 1 ml
de una solucion en isopropanol de acido clorhidrico a 0,75 mol/l. La mezcla se dejé en reposo durante una noche en
oscuridad a -20 °C. Después de la centrifugacion, la materia sobrenadante se sometié a un ensayo de fluorescencia.

% ID/g = (FL muestra x (V Triton + V acido clorhidrico))/(M sangre x FL estandar x V estandar x factor de dilucién
estandar) x 100%

La fig. 14 es un grafico que muestra los resultados de la circulacion de sangre de nanoparticulas reticuladas de HA-
éster metilico de ornitina-LA con contenido de DOX (MnHa = 35 kDa, DS = 28%, DLC = 12%) y DOX en ratones.
Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas reticuladas de HA-éster metilico de ornitina-LA con
contenido de DOX tenian una buena estabilidad y pudieron conseguir una circulacién prolongada en ratones,
mientras que el DOX libre casi no se detecto en la sangre de ratones después de 2 h.

Ejemplo 62. Biodistribucion de nanoparticulas reticuladas HA-(aminohexilamino)-LA con contenido de DOX (Mnna =
400 kDa, DS = 40%) en 6rganos de ratones desprovistos de inmunidad que portan un tumor de cancer de mama
resistente a farmacos

Seis ratones desprovistos de inmunidad que portaban tumores con un tamarfio de tumor de 100 mm? se dividieron
aleatoriamente en dos grupos, y a cada ratén desprovisto de inmunidad se le administro por via intravenosa a través
de una vena de la cola 0,2 ml de (1) nanoparticulas reticuladas de HA-(aminohexilamino)-LA con contenido de DOX
(MnHa = 400 kDa, DS = 40%, DLC = 12%); (2) una solucion de DOX libre (una concentracion de DOX final de
aproximadamente 15 mg/kg). Después de 10 h, se extirparon el corazoén, higado, bazo, pulmon, rifién y el bloque de
tumor, se lavaron, se pesaron y seguidamente se les anadieron 400 pl de Triton al 1%; materia resultante se
homogeneizé con un homogeneizador y seguidamente se le afiadieron 600 pl de una solucidon en isopropanol de
acido clorhidrico a 0,75 mol/l. La mezcla se colocd en un refrigerador a -20 °C. Después de 24 h, la mezcla se
sometid a centrifugacion y la materia sobrenadante se sometio a un ensayo de fluorescencia.

% ID/g = (6rgano FL x (V solucion de tratamiento + V érgano))/(V farmaco x factor de dilucion x FL farmaco x M
organo) x 100%
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La fig. 15 es un grafico que muestra los resultados de la biodistribucion de nanoparticulas reticuladas de HA-
(aminohexilamino)-LA con contenido de DOX (Mnva = 35 kDa, DS = 10%, DLC = 12%) en érganos de ratones
desprovistos de inmunidad que portan tumores. Como se muestra mediante los resultados, las nanoparticulas
reticuladas de HA-(aminohexilamino)-LA con contenido de DOX tienen un enriquecimiento elevado de 15,3% ID/g en
el sitio del tumor, mientras que un poco de DOX libre se concentré en el sitio del tumor, solamente 0,63% ID/g.
Después de una inyeccion intravenosa a través de una vena de la cola de nanoparticulas de oro huecas con
contenido de doxorubicina (DOX) existentes con la superficie modificada con polietilenglicol (PEG) durante 6 h y 24
h, la concentracién de DOX en el sitio del tumor era de menos de 5% ID/g, lo que indica que el vehiculo del farmaco
basado en el polimero anfifilico de acido hialurénico de la presente invencion puede entrar efectivamente en las
células tumorales sin modificar la molécula diana, y la relacion de enriquecimiento en el sitio del tumor es elevada.
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REIVINDICACIONES

1. Un polimero anfifilico basado en acido hialurénico en el que la cadena principal es acido hialurénico y una cadena
secundaria es éster metilico de lisina-lipoilo, teniendo la cadena lateral una formula estructural como sigue:

o. 0O

N
N H

el acido hialurénico tiene un peso molecular de 7 a 500 kDa; el grado de sustitucion de la cadena lateral es de 5 a
40%.

2. Un método para preparar el polimero anfifilico basado en acido hialurénico segun la reivindicacion 1, que
comprende las etapas siguientes:

en primer lugar, bajo la catalisis de hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida/N-hidroxisuccionimida,
un acido hialurénico reacciona con éster metilico de N-terc-butoxicarbonil-lisina a través de una reaccion de
amidacion para obtener acido hialurénico-éster metilico de N-terc-butoxicarbonil-lisina, seguido de desproteccion,
para obtener acido hialurénico-éster metilico de lisina; el acido hialurénico-éster metilico de lisina reacciona con
anhidrido de acido lipoico a través de una reaccion de amidacion bajo catalisis de 4-(dimetilamino)-piridina, para
obtener un polimero anfifilico basado en acido hialurénico.

3. Una nanoparticula reticulada, en que la nanoparticula reticulada esta compuesta por el polimero anfifilico segun la
reivindicacion 1, la capa hidrofila externa de la nanoparticula reticulada esta compuesta por acido hialurénico y la
capa hidréfoba interna de la nanoparticula reticulada esta compuesta por anillos de cinco miembros reticulados de
éster metilico de lisina-lipoilo.

4. El polimero anfifilico segun la reivindicacion 1, para ser usado en la preparacion de vehiculos de farmacos.

5. Una nanoparticula con contenido de farmaco, que comprende un vehiculo y un farmaco anticancerigeno
molecular pequefio introducido en el vehiculo, en que dicho vehiculo esta compuesto por el polimero anfifilico segin
la reivindicacion 1, una capa hidréfila externa de dicho vehiculo estd compuesta por acido hialurénico y una capa
hidréfoba interna de dicho vehiculo esta compuesta por anillos de cinco miembros reticulados de éster metilico de
lisina-lipoilo.

6. La nanoparticula con contenido de farmaco segun la reivindicacion 5, en que el farmaco anticancerigeno
molecular pequefo es doxorubicina, paclitaxel, curcumina, docetaxel, o camptotecina.

7. La nanoparticula con contenido de farmaco segun la reivindicacion 5, en que la eficacia de introduccion del
farmaco del vehiculo para un farmaco es de 40% a 91% y un contenido de introduccién de farmaco de las
nanoparticulas con contenido de farmaco es de 11% a 22%.

8. La nanoparticula con contenido de farmaco segun la reivindicaciéon 5, en la que el tamafio de particulas de las
nanoparticulas con contenido de farmaco es de 50-300 nm vy la distribuciéon del tamafio de particulas es de 0,02-
0,30.

9. La nanoparticula con contenido de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, para ser usada en
la preparacion de un farmaco antitumoral.

10. La nanoparticula con contenido de farmaco segun la reivindicacion 9, en la que el tumor es un tumor en el que
son sobreexpresados receptores CD44.
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FIG. 3

. nanoparticulas :
nancparticulas P nanoparticulas

- reticuladas <in reticular
reticuladas exentas de GSH
HA-Lys-LA:y ' i
HA-LvsLA,, "~ ° -~ . e
100,  HA-LysLA,, "~ 477 Coe e
i . S
; ¥ nanoparticulas sin reticular
.4 onanoparticulas reticuladas
:' con G3H
g
m
o
n
g H
3 b
B i
c x
k] &
o i nanoparticulas reticuladas
o exentas de GSH
=
3
t
i
1
24
Tiempa (h)
FIG 4
nucleo celular DOX - citoesqueleto . Fotografia resultante

32



Tasa de supervivencia celular (%)

ES 2698 123 T3
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FIG 11: vias generales de preparacion en Ejemplos 24 a 27
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FIGs. 13Aa 13D: resultados de cambios de crecimiento tumoral de nanoparticulas reticuladas de HA-Orn-LA
con contenido de DOX en ratones desprovistos de inmunidad que portan tumores LP1 en el Ejemplo 60
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Fig_‘ 13D: que muestra tasa de supervivencia de ratones

Tumor LP1 l

1 =—=—HA -DQX

==t Exento de DOX

1 —=—PBS

Tiempo (d)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S(

FIG 14: ungrafico que muestra resultados de circulacion de nanoparticulas reticuladas

de HA-ornitina-LA con contenido de COX en ratones en el Ejemplo 61
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FIG. 15: un gréfico que muestra la bio-destruccién de nanoparticulas reticuladas de HA-{aminohexilamino)-LA con
contenido de DOX en ratones desprovistos de inmunidad que portan tumor MCF-7/ADR en el Ejemplo 62
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